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Resumen y Abstract V 
 
Resumen 
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) es un patógeno oportunista y uno de los 
principales responsables de infecciones nosocomiales alrededor del mundo. Muchos 
aislados clínicos de esta bacteria presentan resistencia a quinolonas, observándose que 
los provenientes de pacientes con fibrosis quística (FQ) son más resistentes que los de 
otras infecciones. 
El objetivo de este trabajo fue identificar mutaciones en la región determinante de 
resistencia a quinolonas (QRDR) del gen gyrA que codifica para la subunidad A de la 
enzima ADN girasa, blanco de estos antibióticos. Se estudiaron 60 aislados clínicos 
nativos de P. aeruginosa, la mitad de ellos obtenidos de pacientes con FQ y el resto 
obtenidos de otras patologías (no FQ). Se realizaron ensayos de susceptibilidad a 
levofloxacina por medio de la técnica de microdilución en caldo, encontrándose que, de 
todos los aislados, un 48.3%fueron resistentes, un 6.7% intermedias y un 45% sensibles 
a levofloxacina.El 44.8% de los aislados resistentes fue de origen FQ y el 55.2% no FQ, 
una diferencia no significativa (p=0,26). Mediante la técnica de PCR se amplificó la 
región QRDR del gen gyrA y los productos amplificados fueron secuenciados y 
analizados con el fin de identificar mutaciones. Los resultados de secuenciación fueron 
útiles para 44 de los 60 aislados, y permitieron identificar las siguientes mutaciones: 
Met101Leu, Gln106Lys y Gln106Arg, en frecuencias del 100, 22.7 y 31.8%. No se 
encontró asociación significativa entre las mutaciones y el origen clínico de los aislados 
(p=0,11); tampoco se encontró asociación entre las mutaciones identificadas y la 
resistencia a levofloxacina (p=0,99). 
Estos resultados sugieren la existencia de mecanismos alternativos como base  de la 
resistencia a levofloxacina en los aisladosclínicos estudiados. 
 
Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, resistencia, quinolonas, ADN girasa, 
mutaciones, fibrosis quística. 
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Abstract 
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) is an opportunistic pathogen and one of the 
main causes of nosocomial infections worldwide. Many clinical isolates of this bacterium 
are resistant to quinolones, observing that from cystic fibrosis (CF) patients are more 
resistant than other infections. 
The aim of this work was to identify mutations in the quinolone resistance determinant 
region (QRDR) in the gyrA gene that encodes the subunit A of DNA gyrase enzyme, 
target of these antibiotics. We studied 60 clinical isolates of native P. aeruginosa, half of 
them from CF patients and the remainder obtained from other pathologies (no CF). 
Susceptibility assays were performed using levofloxacin through broth microdilution 
technique finding that 48.3% of the strains were resistant, 6.7% intermediate and 45% 
sensitiveto levofloxacin. 44.8% of the resistant isolates was from CF patients and 55.2% 
from no CF, this difference was not significant (p = 0,26). By PCR was amplified QRDR 
ofgyrA gene and the amplified products were sequenced and analyzed in order to identify 
mutations. The sequencing results were useful for 44 of the 60 isolates and they allowed 
to identify the following mutations: Met101Leu, Gln106Lys and Gln106Arg, whit 
frequencies of 100, 22.7 and 31.8%. Significant association between mutations and 
clinical origin of the isolates wasn’t found (p = 0.11),association among the mutations 
identified and levofloxacin resistance neither wasn’t found(p = 0.99). 
These results suggest the existence of alternative mechanismsas the basis of resistance 
to levofloxacin in the clinical isolates studied. 
 
Keywords: Pseudomonas aeruginosa, resistance, quinolones, DNA gyrase, mutations, 
cystic fibrosis. 
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Problema 
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) es un patógeno oportunista que se aprovecha 
del estado de inmunosupresión del huésped, por lo que es común encontrarlo presente 
en infecciones de pacientes con quemaduras, diabetes, en aquellos sometidos a 
instrumentación o manipulación mecánica, en pacientes con fibrosis quística y en 
unidades de cuidados intensivos (UCI), entre otros (Veesenmeyer, Hauser, Lisboa, & 
Rello, 2009). Esta bacteria desarrolla resistencia a múltiples antibióticos, entreellos los de 
tipo quinolonas, que dificulta el tratamiento del paciente. Particularmente compleja es la 
situación de los pacientes con fibrosis quística, cuyos pulmones se sobre-infectan 
repetidamente con cepas de P. aeruginosa multirresistentes y con elevada resistencia a 
quinolonas. 
La resistencia a antibióticos es actualmente uno de los problemas de salud pública más 
importantes en el mundo  (Davies & Davies, 2010; Livermore, 2003).La red nacional de 
seguridad en salud (NHSN) del centro para el control y prevención de enfermedades 
(CDC) de Estados Unidos, en su último informe, que recoge 69.475 casos de infecciones 
con 81.139 patógenos en un total de 2.039 hospitales entre Enero de 2009 y Diciembre 
de 2010, ubicó a P. aeruginosa como el séptimo patógeno más frecuente (7.5% de las 
infecciones totales) y reportó que aproximadamente un 33% de esos aislados fueron 
resistentes a fluoroquinolonas (ciprofloxacina y levofloxacina) (Sievert, et al., 2013). 
Las infecciones resistentes a antibióticos son en la actualidad un importante problema en 
los hospitales en cuanto a lo relacionado con disminución de la calidad de vida de los 
pacientes e incrementos en gastos médicos, no solo por tratamiento farmacológico sino 
también por hospitalizaciones. Un estudio español con 402 casos de infecciones por P. 
aeruginosade sólo en pacientes hospitalizados, identificó 149 cepas no resistentes (No-
R), 119 resistentes (R) y 134 resistentes a múltiples medicamentos (MDR), y reportó que 
el tiempo de hospitalización fue mayor en pacientes con  aislados R y MDR que en No-R 
(39, 45.7 y 25.1 días, respectivamente); la mortalidad fue mayor en pacientes con 
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infecciones R y MDR que No-R (24.6 vs. 12.8%) y, finalmente, los costos económicos 
totales por admisión del paciente llegaron a ser más de tres veces mayores en 
situaciones de infección con MDR en comparación con No-R (€15265 vs. €4933).  Un 
dato importante, es que el uso de antibióticos antipseudomonales preventivos fue más 
común entre pacientes con infecciones por PseudomonasR (45.4%) y MDR (70.1%) que 
No-R (13.4%) (Morales, et al., 2012). 
Diferentes mecanismos de resistenciaa quinolonas han sido reportados para P. 
aeruginosa; de los más estudiados, uno implicamutaciones en los genes gyrA y parCque 
codifican la subunidad A de las enzimas ADN girasa y topoisomerasa IV, 
respectivamente, y que son el sitioblanco de acción de las quinolonas(Lee, Lee, Park, & 
Kim, 2005; Akasaka, Tanaka, Yamaguchi, & Sato, 2001; Henrichfreise, Wiegand, Pfister, 
& Wiedemann, 2007; Jalal, Ciofu, Høiby, Gotoh & Wretlind, 2000). Otro mecanismo 
implica mutaciones en los genes mexR y nfxB, que actúan como reguladores negativos 
dela expresión de bombas de eflujo, conduciendo a una sobreexpresión de algunos 
sistemas de expulsión del antibiótico  (Jeannot, Elsen, Köler, Attree, van Delden, & 
Pléisat, 2008;  Henrichfreise, Wiegand, Pfister, & Wiedemann, 2007). 
Nuestro grupo de investigación desde hace varios años ha venido ayudando a pacientes 
afectados con fibrosis quística (FQ) en la ciudad de Cartagena. Esta ayuda ha 
consistidoen atención médica y análisis de laboratorios y microbiológico, entre otros, lo 
que llevó a la creación de un programa de atención integral al paciente con FQ que 
proporcionó también asesoría psicológica a los familiares más directos. Dicho esfuerzo 
redundó en la creación de la asociación de FQ en la ciudad de Cartagena, lo que 
finalmente dio origen a la fundación Yuranis, una entidad sin ánimo de lucro cuyo objetivo 
es propender por facilitar una adecuada atención integral a los niños, jóvenes, familias, 
profesionales de la salud y entidades prestadoras de servicios médicos de la costa 
atlántica colombiana, en el manejo del tratamiento integral de la FQ, procurando un 
mejoramiento de la calidad de vida de los que vive con esta condición y su grupo familiar. 
Como consecuencia de todo el trabajo anterior, nuestro grupo ha observado diferencias 
en la resistenciaa ciprofloxacina entre aislados clínicos de P. aeruginosa provenientes de 
pacientes con FQy aislados provenientes de pacientes con otro tipo de infecciones (no-
FQ) (Gómez & Malambo, 2002) Un trabajo reciente de nuestro grupo, enfocado en el 
análisis de mutaciones en el gen gyrA de P. aeruginosa, encontró que los aislados FQ 
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son significativamente más resistentes a ciprofloxacina que los aislados no FQ, y que tal 
resistencia se asocia a mutaciones en la región QRDR de gyrA (Caldera, 2010).El 
presente trabajo extiende tales observaciones previas de nuestro grupo. Por una parte se 
determinó la resistencia a levofloxacina, otro antibiótico del tipo fluoroquinolonas y 
además se identificaron nuevas mutaciones en el gen gyrA en aislados clínicos de P. 
aeruginosa. 
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Objetivos 
Objetivo General 
Identificar mutaciones relacionadas con resistencia a quinolonas en aislados clínicos 
nativos de Pseudomonas aeruginosa. 
Objetivos Específicos 
1. Determinar la resistencia a una quinolona de los aislados clínicos de Pseudomonas 
aeruginosa. 
2. Realizar un estudio analítico para identificar mutaciones en al menos un gen de 
resistencia en los aislados clínicos seleccionados. 
3. Determinar si existe relación entre las mutaciones identificadas y la resistencia a 
quinolonas en los aislados clínicos seleccionados. 
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1. Marco Teórico 
1.1. Pseudomonas aeruginosa 
 
Las especies del género Pseudomonas son microorganismos ambientales con 
requerimientos nutricionales simples que pertenecen al phylum de las Proteobacterias. 
Son bacilos Gram-negativos, rectos o ligeramente curvados, con un tamaño de 0,5 - 1,0 
μm de ancho por 1,5 - 4,0 μm de largo, aerobios, sin esporas y con flagelos polares (entre 
1 y 5); que crecen fácilmente en los medios de cultivo con una temperatura óptima entre 
35 y 37°C  (Madigan, Martinko, & Parker, 2003). La figura 1 corresponde a bacterias este 
género. 
Algunas Pseudomonas son importantes patógenos de plantas y animales. Ralstonia 
solanacearum (R. solanacearum) causa marchitamiento en muchas plantas por 
producción de pectinasas y celulasas, y Pseudomonas syringae y Pseudomonas cepacia 
también son importantes patógenos de plantas  (Prescott, Harley, & Klein, 2002). 
En humanosPseudomonas aeruginosa es el patógeno más importante dentro de este 
género, teniendo en cuenta la cantidad y el tipo de infecciones que produce, además de la 
morbilidad y mortalidad que causa en pacientes con fibrosis quística (FQ) y otras 
enfermedades respiratorias crónicas  (Henrichfreise, Wiegand, Pfister, & Wiedemann, 
2007); en la figura 2 se observa un aislado clínico de este microorganismo y su respectiva 
tinción de Gram. 
P. aeruginosaes un patógeno oportunista, ya que se presenta en condiciones de 
inmunosupresión del huesped, es decir, cuando sus sistemas de defensa están alterados, 
disminuidos o comprometidos; este microorganismo infecta personas con defensas bajas, 
invade áreas quemadas y causa infecciones del tracto urinario o respiratorio, por esta 
razón es común encontrarlo especialmente en medios hospitalarios; en pacientes con 
problemas tumorales, metabólicos o hematológicos; en infecciones nosocomiales 
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derivadas de cateterismos, traqueotomías, punciones lumbares y transfusiones; en 
pacientes con tratamientos prolongados con inmunosupresores, corticosteroides y 
antibióticos; puede presentarse en heridas quirúrgicas, abscesos, quemaduras, 
infecciones de oído, pulmones de pacientes tratados con antibióticos, pacientes con FQ, 
etcétera. Cabe resaltar que en unidades de cuidados intensivos (UCI) P. aeruginosa se 
encuentra entre los principales organismos causantes de infecciones a nivel de pulmones, 
sangre, tracto urinario, sitios de cirugía y tejidos blandos, entre otros (Veesenmeyer, 
Hauser, Lisboa, & Rello, 2009). 
 
 
 
Figura 1. El género Pseudomonas. 
(A) Micrografía de contraste de fases de células de Pseudomonas que contienen gránulos 
de PHB (poli-β-hidroxibutirato). (B) Micrografía electrónica de transmisión de 
Pseudomonas putida con cinco flagelos polares, cada flagelo tiene una longitud entre 5-7 
μm. Tomada de Prescott, Harley, & Klein (2002). 
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Figura 2.Aislado clínico de Pseudomonas aeruginosa. 
(A) Cultivo sólido proveniente de un paciente con FQ.(B) Tinción de Gram para el mismo 
aislado, aumento 100X. Fotografías tomadas por nuestro grupo de investigación. 
 
En pacientes con enfermedades crónicas, esta bacteria puede presentar una variante 
fenotípica mucoide, conocida como productora debiofilms o biopelículas, a causa de la 
producción excesiva de alginato, un polisacárido excretado por las células bacterianas, el 
cual no sólo favorece la adherencia de la bacteria a la célula epitelial sino que también 
atrapa nutrientes para el crecimiento del microorganismo; adicionalmente funciona como 
unaespecie de barrera que protege de ataques del sistema inmunológico y de agentes 
antibacterianos (Madigan, Martinko, & Parker, 2003; Smith & Hunter, 2008). Cuando se 
presenta este tipo de crecimiento, las células de P. aeruginosa pueden ser 
significativamente más resistentes a antibióticos que cuando se encuentran en estado 
“planktónico” (flotante libre) (Smith & Hunter, 2008). En FQ el deterioro de la función y 
estructura pulmonar favorece la aparición de esta variante (Llop, Valdés-Dapena, & 
Zuazo, 2001). 
Debido al gran tamaño (6.26 Mb) y versatilidad de su genoma, y a su distribución en 
hábitats acuáticos, lo que puede constituir un reservorio para bacterias que poseen otros 
genes de resistencia (Mesaros, et al., 2007), P. aeruginosa tienen la capacidad de 
desarrollar mecanismos de resistencia a muchos de los antibióticos utilizados 
comúnmente y, dentro de ellos, a los antibióticos de tipo quinolonas, situación que 
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oscurece el panorama de las infecciones en las que están implicados, dificultando el 
tratamiento farmacológico del paciente comprometido. 
P. aeruginosa es un microorganismo ambiental que aunque se encuentra normalmente en 
contacto con los seres humanos, es en la mayoría de los casos de baja patogenicidad y 
por lo tanto es neutralizado por las primeras líneas de defensa de los organismos. Sin 
embargo, cuando estos sistemas de defensa fallan y se logra no solo la colonización sino 
también la replicación en un determinado órgano, se produce daño del mismo 
(Veesenmeyer, Hauser, Lisboa, & Rello, 2009). El genoma de P. aeruginosa, con 5570 
marcos de lectura abiertos (ORFs), resulta ser uno de los más grandes en procariotas y 
codifica una gran cantidad de proteínas involucradas en procesos de regulación, 
transporte y virulencia; se ha reportado que el 0.3% de la totalidad de los genes de este 
microorganismos codifica para proteínas implicadas en resistencia a antimicrobianos. 
Todos estos factores contribuyen a su alta versatilidad y capacidad adaptativa además de 
su habilidad para persistir en el ambiente y a su patogenicidad (Mesaros, et al., 2007). 
Dependiendo de las condiciones ambientales y del estado inmune del hospedador, esta 
bacteria puede ser un colonizador en reposo, una causa de infección crónica o un invasor 
muy virulento en infecciones agudas ya que la interacción entre los factores de virulencia 
de P. aeruginosa y la respuesta inmune del huésped, determina la severidad y el tipo de 
infección. Por ejemplo, en el tracto respiratorio, puede causar neumonías fulminantes y 
agudas asociadas a ventilación, puede ser un colonizador en enfermedad pulmonar 
obstructiva crónica o causar infecciones crónicas en pacientes con FQ, provocando 
deterioro lento y progresivo de la función pulmonar (Veesenmeyer, Hauser, Lisboa, & 
Rello, 2009). Esta bacteria es una importante amenaza dentro del ambiente hospitalario y 
es uno de los microorganismos Gram-negativos más comúnmente aislados de los 
pacientes. 
Dentro de los principales factores de virulencia que son importantes en el impacto de P. 
aeruginosa y que, por ende, favorecen su patogenicidad se encuentran sistemas de 
secreción tipo III (SSTT), quorum sensing (QS), y biofilms. 
 Sistemas de secreción tipo III: Las bacterias Gram-negativas secretan un gran 
número de proteínas al medio extracelular, las cuales son utilizadas en diferentes etapas 
del ciclo de vida de estos microorganismos, incluyendo la biogénesis de organelos como 
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flagelos y pili, virulencia, adquisición de nutrientes y eflujo de fármacos y otras toxinas  
(Kostakioti, Newman, Thanassi, & Stathopoulos, 2005).P. aeruginosa secreta una 
variedad de toxinas, de las cuales un grupo es inyectado directamente a la célula huésped 
a través de una maquinaria macromolecular denominada SSTT, este sistema consiste en 
43 genes coordinados que codifican componentes del aparato secretor, el cual exporta las 
toxinas a través de la envoltura de la célula bacteriana y el translocon, responsable de 
inyectar estas toxinas a la célula del huésped. La presencia de un SSTT funcional se 
asocia con persistencia de la bacteria en los pulmones, mayores tasas de recaída e 
incremento de la mortalidad en pacientes con infecciones agudas causadas por P. 
aeruginosa (Veesenmeyer, Hauser, Lisboa, & Rello, 2009). 
 Quorum sensing (QS): El comportamiento de P. aeruginosa  varía dependiendo de si 
se encuentra sola o formando grupos, esto es logrado utilizando un sistema de 
señalización celular conocido como quorum sensing (QS) o, como algunos autores lo 
llaman, sistemas de comunicación célula-célula; este es un mecanismo regulatorio que 
permite a la bacteria generar una respuesta coordinada y unificada dependiente de la 
población celular  (Juhas, Eberl, & Tümmler, 2005).  Estas bacterias son capaces de 
inferir la densidad local bacteriana y regular la expresión génica ya que liberan al 
ambiente una serie de compuestos denominados autoinductores. Los sistemas de QS 
regulan cerca de 350 genes (6% del genoma de P. aeruginosa) y están involucrados en 
diversos procesos que van desde la formación de biofilms hasta la producción de toxinas  
(Veesenmeyer, Hauser, Lisboa, & Rello, 2009). Este tipo de sistemas está ampliamente 
distribuido en el género Pseudomonas.  
 Biofilms: P. aeruginosa tiene la capacidad de formar comunidades altamente 
organizadas, rodeadas de una matriz extracelular consistente de proteínas secretadas, 
polisacáridos, ácidos nucléicos y desechos celulares, que se encuentra adherida a una 
superficie biótica o abiótica (Wagner & Iglewski, 2008). Este tipo de fenotipo resulta ser un 
inconveniente médico cuando dichas superficies son implantes quirúrgicos, tubos 
endotraqueales, catéteres o las vías respiratorias de pacientes con FQ (Veesenmeyer, 
Hauser, Lisboa, & Rello, 2009). Algunas subpoblaciones de los biofilms forman pequeñas 
colonias conocidas como variantes de colonias pequeñas (small-colony variants, SCVs), 
con una elevada adherencia  y altos niveles de resistencia a antibióticos; dichas variantes 
se relacionan con infecciones persistentes. Se ha reportado que el fenotipo mucoide, 
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como también se conoce a este tipo de variante bacteriana, llega a ser hasta mil veces 
más resistente a los antimicrobianos que sus contrapartes de crecimiento libre (Costerton, 
Stewart, & Greenberg, 1999). 
El crecimiento en forma de biofilms es uno de los factores más importantes en la 
persistencia de infecciones pulmonares crónicas; en Pseudomonas aeruginosa existen 
mutaciones en mucA, un regulador de la producción de alginato, que llevan a una 
hiperproducción de este polímero en las cepas bacterianas. Se cree que la formación de 
biofilms es la causa de infecciones persistentes en los pulmones de pacientes con FQ 
(Mulet, Macia, Mena, Juan, Perez, & Oliver, 2009). 
 
1.1.1. P. aeruginosa y patologías asociadas 
En el año 2008, la red nacional de seguridad en salud de Estados Unidos (National 
Healthcare Safety Network, NHSN) reportó que para más de 28,000 casos de infecciones 
nosocomiales recolectados de 463 hospitales en un periodo de 22 meses,  
P. aeruginosa fue el sexto patógeno más frecuente, la segunda causa más común de 
neumonía asociada a ventilación y la séptima causa más común de infecciones en el 
torrente sanguíneo asociadas a catéteres. P. aeruginosa es también el principal patógeno 
en infecciones pulmonares crónicas en pacientes con FQ (Kerr & Snelling, 2009; George, 
Jones, & Middleton, 2009; Bjarnsholt, et al., 2010; Mesaros, et al., 2007).La tabla 1 
resume las principales patologías causadas por P. aeruginosa. 
Autores colombianos reportaron los microorganismos más frecuentemente aislados de 
infecciones sanguineas en UCI de 2001 a la primera mitad de 2008, ubicando a P. 
aeruginosa en el sexto lugar (3.8%) por debajo de Staphylococci coagulasa-negativa, S. 
aureus, K. pneumoniae, E. coli y A. baumannii. Adicionalmente observaron un incremento 
de fenotipos multirresistentes en los aislados de P. aeruginosa evaluados, entre el 15% y 
el 30% resultaron resistentes a múltiples antibióticos entre los que se encuentran 
ciprofloxacina, ceftazidima, cefepime, piperacilina/tazobactam, meropenem e imipenem 
(Cortes, Leal, Montañez, Buitrago, Castillo, & Guzman, 2013). 
La tabla 1 resume las principales patologías causadas por P. aeruginosa. 
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Tabla 1. Principales patologías causadas por P. aeruginosa agrupadas de acuerdo al sitio 
de infección. 
Tomada de Mesaros et al. (2007). 
Sitio de infección Patologías específicas 
Ocurrencia  
(población en riesgo) 
Tracto respiratorio Neumonía aguda 
Infecciones crónicas del 
tracto respiratorio bajo 
Frecuente (hospitales, UCIs) 
(FQ) 
Sangre Bacteremia y septicemia  Frecuente 
Tracto urinario Infecciones agudas 
Infecciones crónicas 
Relativamente frecuente 
(complicaciones resultantes de 
la presencia de objetos 
extraños) 
Oído Otitis externa 
Otitis externa maligna 
Otitis media crónica 
supurativa 
Frecuente 
Infecciones de la piel y 
tejidos blandos 
Dermatitis 
Infecciones en heridas 
Sepsis asociada a 
quemaduras 
Ectima gangrenoso 
Pioderma 
Foliculitis 
Formas no manejables de 
acné vulgar 
Relativamente frecuente 
(Trauma) 
 
 
(Pacientes neutropenicos) 
Ojos Queratitis (úlcera corneal) 
Endoftalmitis 
Oftalmia neonatal 
Rara (secundarias a traumas) 
Sistema nervioso 
central 
Meningitis 
Abcesos cerebrales 
Rara (secundarias a 
neurocirugía o traumas) 
Corazón Endocarditis Rara (adictos a drogas) 
Infecciones en huesos y 
articulaciones 
Osteomielitis vertebral 
Infección de sínfisis púbica 
Osteocondritis del pie 
Osteomielitis crónica 
contigua 
Rara 
Tracto gastrointestinal Enterocolitis necrotizante 
Infecciones perirectales 
Rara 
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 Fibrosis quística (FQ) 
La FQ es una enfermedad autosómica recesiva muy común en poblaciones caucásicas, 
que afecta a 1 de cada 2500 individuos de esta raza; en Europa cerca de 35,000 niños y 
adultos jóvenes la padecen, mientras que en Estados Unidos y Canadá esta cifra se 
encuentra cerca de los 30,000 y 3,000, respectivamente; esta enfermedad también ha 
sido reportada en regiones de Australia, Nueva Zelanda, Medio Oriente, Irán, Pakistán, 
India y Latinoamérica. Es causada por mutaciones en el gen regulador de la conductancia 
transmembranal de la FQ (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, CFTR) 
localizado en el brazo largo del cromosoma 7. El tipo de mutaciones y su distribución 
varía entre las diferentes poblaciones y se ha reportado más de 1500 mutaciones para 
este gen. Esta patología afecta las vías respiratorias, páncreas, intestino delgado, hígado, 
sistema reproductivo y glándulas sudoríparas; sin embargo, la mayor parte de la 
morbilidad asociada con FQ está relacionada con enfermedad pulmonar. Los síntomas de 
la fibrosis quística pueden incluir: tos, enfermedades respiratorias (como neumonía o 
bronquitis), pérdida de peso, piel con sabor salado, y deposiciones grasosas y los 
pacientes que la padecen solo viven hasta un poco más de los treinta años (Hoiby, 2011; 
Davies J. , 2002; Genetic Science Learning Center, 2012; George, Jones, & Middleton, 
2009).  
En condiciones normales CFTR funciona como un canal de cloruro regulado por cAMP en 
células epiteliales, pero también como regulador de otros canales, y aunque el 
mecanismo exacto que explique porqué las anormalidades en este regulador están 
asociadas con enfermedad pulmonar es motivo de controversia y no se entiende 
completamente, se sabe que por lo menos el 90% de los pacientes que padecen de FQ 
muere debido a falla respiratoria. Defectos en CFTR resultan en disminución de la 
secreción de cloro e incremento de la absorción de sodio de las vías respiratorias, 
deshidratación relativa de la mucosa de estas vías que conlleva a depuración mucociliar 
reducida, retención de moco e infección crónica; adicionalmente se presenta alteración en 
la secreción de electrolitos en sudor, unas de las manifestaciones más conocidas de esta 
enfermedad (George, Jones, & Middleton, 2009). El incremento en la viscosidad de las 
secreciones y la consecuente dificultad en su drenaje provocan una serie de 
obstrucciones en los conductos de los órganos donde se localizan, principalmente  
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pulmones y páncreas, llevando a cuadros de inflamación e infección crónica con pérdida 
gradual de la funciones y progresión a insuficiencia respiratoria y pancreática (Torres, 
Jurado, Barbiero, Ambrósio, & Machado; Davies J. , 2002). 
La infección bacteriana ocurre a temprana edad y se caracteriza por ser difícil de 
erradicar. En la primera infancia son comunes las infecciones con Staphylococcus aureus 
y Haemophilus influenzae pero después P. aeruginosa se convierte en el patógeno 
principal, cerca del 80% de adultos con FQ presentan infección crónica por P. 
aeruginosa(Davies J. , 2002; Hoiby, 2011). Estudios europeos han reportado una 
prevalencia de esta bacteria en muestras de esputo de pacientes Alemanes con FQ 
cercana al 50% (tipo mucoide y no mucoide); para pacientes Daneses, Noruegos y 
Suecos con FQ que presentan insuficiencia pancreática, Pseudomonas aeruginosa se 
encuentra en el 43.5%, 37.7% y 46.8% de los casos, respectivamente (Knudsen, et al., 
2009); mientras, investigaciones Brasileras reportan una prevalencia en pacientes con 
fibrosis quística del 35%, aproximadamente, sólo por debajo de Staphylococcus aureus 
(50%), esta prevalencia está representada en un 11% para fenotipo mucoide y 23% para 
no mucoide (Pixão, Barros, Mota, Moreira, Santana, & Reis, 2009). 
Las quinolonas son los agentes más potentes empleados para el tratamiento de las 
infecciones por P. aeruginosa y dentro de ese grupo, la Ciprofloxacina, una 
fluoroquinolona, es uno de los antibióticos más empleados (Lee, Lee, Park, & Kim, 2005; 
Mouneimné, Robert, Jarlier, & Cambau, 1999; Akasaka, Tanaka, Yamaguchi, & Sato, 
2001; Dan-dan, Tie-ying, & Yun-jian, 2007). Sin embargo, en la actualidad los aislados de 
este microorganismo están mostrando disminución en la susceptibilidad a este tipo de 
antibióticos; los mecanismos de resistencia implicados en esta situación específica son 
mutaciones en los sitios blanco (ADN girasa y topoisomerasa IV) y sobreexpresión de 
bombas de expulsión o eflujo (Dan-dan, Tie-ying, & Yun-jian, 2007). A la totalidad de los 
mecanismos de resistencia que desarrolla P. aeruginosa se hará referencia 
posteriormente. 
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1.1.2. Quinolonas 
Las quinolonas son un grupo de agentes terapéuticos empleados como antibacterianos 
que tienen su origen en un compuesto aislado de la preparación comercial de cloroquina, 
un antimalárico. Dicho compuesto que presentaba actividad antibacteriana fue modificado 
para producir el ácido nalidíxico, la primera quinolona comercializada, la cual fue 
patentada en 1962. Debido a su modesta actividad contra bacterias Gram-negativas y su 
baja absorción oral, no resultó ser un buen candidato para el tratamiento de infecciones 
sistémicas; sin embargo, sus elevadas concentraciones en orina favorecieron su 
utilización en infecciones de tracto urinario (Appelbaum & Hunter, 2000). Adicionalmente, 
las quinolonas fueron empleadas para infecciones con microorganismos resistentes a los 
agentes antibacterianos de uso común, por ejemplo, en microorganismos con resistencia 
adquirida a penicilinas por mutaciones que afectan la biosíntesis de la pared celular, las 
quinolonas constituían una importante opción terapéutica ya que su mecanismo de acción 
es diferente (Patrick, 1995). 
La figura 3 corresponde a la estructura básica y algunas de las principales quinolonas. 
Una modificación que conllevó a un gran avance fue la adición de un átomo de flúor en la 
posición 6 y un sustituyente piperacinil en la posición 7 del núcleo base, dando lugar a un 
grupo de compuestos conocidos como fluoroquinolonas, los cuales presentan un amplio 
espectro de actividad antimicrobiana y, administrados oralmente, son efectivos para el 
tratamiento de una gran variedad de enfermedades infecciosas (Goodman & Gilman, 
2007; Appelbaum & Hunter, 2000).  
El espectro antibacterial de las quinolonas es bastante amplio y no se ve afectado por 
resistencia o sensibilidad a β-lactámicos o macrólidos. En infecciones por organismos 
Gram-positivos las fluoroquinolonas muestran buenas actividades, medidas en términos 
de sus concentraciones mínimas inhibitorias (CMI). Contra Streptococcus pneumoniae, 
para ciprofloxacina y levofloxacina se reportan CMI de 1-2 y 1 mg/L, respectivamente. En 
tratamientos de infecciones con microorganismos Gram-negativos, su fuerza radica en las 
fluoroquinolonas más recientes, las cuales presentan una excelente actividad contra este 
tipo de especies incluyendo Enterobacteriaceae y H. Influenzae; mientras que para 
especies Gram-negativas no fermentativas como P. aeruginosa, las 6-fluoroquinolonas 
(ciprofloxacina, ofloxacina y levofloxacina) tienen rangos de actividad variables, siendo 
mayores para ciprofloxacina. 
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Figura 3. Estructura básica de las quinolonas. 
Tomado de Goodman & Gilman (2007). 
 
Debido a su amplio espectro de acción, este grupo de antimicrobianos ha sido utilizado en 
el tratamiento de un gran número de infecciones entre las que se encuentran infecciones 
de tracto urinario, prostatitis, infecciones de trasmisión sexual, gastrointestinales y 
abdominales, de tracto respiratorio, infecciones en huesos, articulaciones y tejidos 
blandos, entre otras (Goodman & Gilman, 2007). 
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El mecanismo de acción de las quinolonas está basado en la inhibición de dos enzimas 
importantes en el proceso de replicación celular, la ADN girasa o topoisomerasa II y la 
topoisomerasa IV.  La ADN girasa es una enzima tetramérica formada por dos 
subunidades A y dos B (A2B2); y la topoisomerasa IV es también un tetrámero, pero 
formado por dos subunidades C y dos E (C2E2). La doble hélice que forma la estructura 
del material genético debe ser separada para permitir la replicación, lo que resulta en un 
excesivo superenrollamiento positivo en frente del punto de separación. Con el fin de 
solucionar este obstáculo mecánico, la enzima ADN girasa, capaz de catalizar cambios en 
la topología del ADN, introduce continuamente superenrollamientos negativos por medio 
de una reacción dependiente de ATP, en la que las dos hebras se cortan permitiendo el 
paso de un segmento de ADN a través del corte para que posteriormente vuelvan a ser 
unidas. Las quinolonas inhiben las reacciones de relajación del ADN superenrollado y 
estabilizan el complejo covalente que se forma entre la ADN girasa y el extremo 5’ del 
ADN, ver figura 4(Goodman & Gilman, 2007; Hawkey, 2003; Collin, Karkare, & Maxwell, 
2011). 
 
1.1.3. Resistencia y mecanismos de resistencia a antibióticos 
Con el fin de sobrevivir, los organismos se esfuerzan por adaptarse a su entorno 
ajustándose a factores como las condiciones climáticas, la comida, el agua, la 
disponibilidad de oxígeno y la presencia de agentes externos potencialmente dañinos o 
letales. En ese orden de ideas, los microorganismos tienen la capacidad de adaptarse a la 
presencia de los antimicrobianos empleados para combatirlos, por lo tanto, el uso exitoso 
de cualquier agente está comprometido por el potencial desarrollo de tolerancia o 
resistencia a la sustancia empleada (Alanis, 2005). Esto aplica para tratamientos 
empleados con bacterias, hongos, parásitos y virus, además de enfermedades crónicas 
como cáncer y diabetes y afecta a cualquier organismo vivo, incluyendo humanos, 
animales, plantas, etc; sin embargo, los casos más destacados y probablemente más 
costosos en términos de mortalidad y morbilidad, están relacionados con bacterias 
(Davies & Davies, 2010). 
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Figura 4. Ilustración del mecanismo de acción de la ADN girasa, mostrando el punto de 
acción de las quinolonas. 
La subunidad A está relacionada con la interacción con el ADN y la B contiene el sitio 
activo de la ATPasa. Tomada de Hawkey (2003). 
 
La resistencia a antibióticos es una expresión natural de la evolución genética bacteriana; 
las bacterias dotadas de múltiples mecanismos, principalmente bioquímicos, genéticos-
moleculares y celulares, desarrollan estrategias innatas y adquiridas, que les permiten 
evadir con efectividad la acción de estos compuestos. Adicionalmente, el hecho de que se 
conozcan los blancos genéticos de la resistencia para los antibióticos más comúnmente 
empleados y que estos blancos se conserven a través del tiempo entre las especies, es 
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otra razón para pensar en que son producto de la evolución de estos organismos (Wong & 
Kassen, 2011). Datos de la Antibiotic Resistance Database (ARDB) ayudan a dimensionar 
el alcance de esta capacidad bacteriana; 13293 genes de resistencia, de 377 tipos para 
933 especies fueron reportados a Enero de 2009  (Liu & Pop, 2009). 
Dentro de los mecanismos de resistencia a antibióticos que desarrolla P. aeruginosa se 
encuentran:1) impermeabilidad al antibiótico, 2) la modificación o degradación enzimática 
del antibiótico, 3) presencia de bombas de expulsión o eflujo y 4) alteración o modificación 
de sitios blanco, siendo los dos últimos los mayormente estudiados. 
1) Impermeabilidad al antibiótico 
La membrana externa de P. aeruginosa funciona como una barrera significativa para la 
penetración de antibióticos, permitiendo el ingreso de moléculas pequeñas hidrofílicas, 
como -lactámicos y quinolonas, y excluyendo moléculas grandes  (Lambert, 2002). 
Para alcanzar el citoplasma, donde se encuentran sus blancos terapéuticos (ADN girasa y 
topoisomerasa IV), las quinolonas deben atravesar membrana plasmática y 
adicionalmente una membrana externa en bacterias Gram-negativas. Estas bacterias y 
dentro de ellas P. aeruginosa, son capaces de regular la permeabilidad de la membrana 
alterando la expresión de ciertas proteínas de membrana externa (OMP), conocidas como 
porinas, las cuales forman canales hidrofílicos a través de la estructura de la membrana 
de la célula. Este mecanismo de resistencia está relacionado con la disminución en la 
acumulación del fármaco por reducción en la permeabilidad celular (Bonomo & Szabo, 
2006; Lambert, 2002); las alteraciones ya sean cualitativas o cuantitativas en las porinas, 
afectan el ingreso del antibiótico y, por ende, su efecto farmacológico.  
Un ejemplo de esta situación en P. aeruginosa es el de una OMP de 54 KDa, conocida 
como OprD o porina D2, de la cual se ha reportado que facilita la penetración de 
diferentes carbapenems a la célula bacteriana. La disminución en la expresión de esta 
proteína, por mutaciones que inactivan el gen OprD, causa resistencia a imipenem 
incrementando su CMI, y en menor medida a meropenem y doripenem y no confiere 
resistencia a -lactámicos diferentes a los carbapenémicos  (Bonomo & Szabo, 2006; 
Ocampo-Sosa, et al., 2012). 
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2) Modificación o degradación enzimática del antibiótico 
Este mecanismo de resistencia desarrollado por algunas bacterias para contrarrestar los 
efectos de medicamentos β-lactámicos como penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes y 
monobactámicos, así como también los de tipo aminoglucósidos, consiste en la 
producción de enzimas que modifican o degradan el antibiótico que ha ingresado al 
microorganismo, dentro de las cuales se pueden citar las penicilinasas, y cefalosporinasas 
además de las enzimas modificadoras de aminoglucósidos (AMEs por sus siglas en 
inglés) responsables de la adenilación, acetilación y fosforilación de estos fármacos 
(Bonomo & Szabo, 2006). 
La producción de enzimas es el principal mecanismo de resistencia a antibióticos de tipo 
β-lactámicos en P. aeruginosa; todos las cepas de esta bacteria poseen el gen ampC que 
codifica para una β-lactamasa cromosomal; una hiperproducción de la enzima debida a 
mutaciones en dicho gen se relaciona con resistencia a ticarcilina, piperacilina y 
cefalosporinas de tercera generación. En esta bacteria, la producción de metalo-β-
lactamasas causa resistencia a imipenem y meropenem, así como también a 
cefalosporinas antipseudomonales y penicilinas antipseudomonales; adicionalmente han 
sido reportadas cuatro enzimas específicas de Pseudomonas (PSE): PSE-1 (CARB-2), 
PSE-4 (CARB-1), CARB-3 y CARB-4, cuyos sustratos incluyen carboxipenicilinas, 
ureidopenicilinas y cefsulodina (Bonomo & Szabo, 2006). 
La inactivación de aminoglucósidos ocurre mediante transferencia de grupos funcionales, 
lo que conlleva a una disminución en la afinidad de unión del antibiótico modificado con el 
blanco en la célula bacteriana (subunidad ribosomal 30S). Las enzimas AMEs modifican 
la estructura del antibiótico por transferencia de grupos de acetilo, fosfato o adenil a 
sustituyentes amino o hidroxilo de la molécula y de acuerdo con eso se clasifican en 
fosfatidil transtefaras (APHs), adenililtransferasas (AADs o ANTs) y acetiltransferasas 
(AACs). Estas enzimas emplean cofactores citoplasmáticos como acetil co-enzima A o 
ATP para llevar a cabo su función  (Bonomo & Szabo, 2006; Lambert, 2002; Strateva & 
Yordanov, 2009). 
Las AMEs más frecuentemente expresadas en P. aeruginosa son AAC(69)-II (determina 
resistencia a gentamicina, tobramicina y netilmicina), AAC(3)-I (resistencia a gentamicina), 
AAC(3)-II (resistencia a gentamicina, tobramicina y netilmicina), AAC(69)-I (resistencia a 
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tobramicina, netilmicina y amikacina) y ANT(29)-I (resistencia a gentamicina y 
tobramicina) (Strateva & Yordanov, 2009). 
3) Sistemas de eflujo 
Los sistemas o bombas de eflujo hacen referencia a mecanismos de expulsión de 
fármacos y otras toxinas; estos han sido encontrados tanto para bacterias Gram-positivas 
como para Gram-negativas y constituyen un factor importante en la disminución de la 
susceptibilidad a antimicrobianos. Son mediados por proteínas de transporte y en 
bacterias Gram-negativas como P. aeruginosa están formadas por un sistema tripartito de 
proteínas: una bomba localizada en la membrana citoplasmática, una OMP (porina de 
membrana externa) y una proteína enlazadora en el espacio periplásmico, encargada de 
acoplar los componentes de las dos membranas. Este tipo de mecanismo se asocia con 
resistencia a múltiples fármacos, incluyendo tetraciclinas y quinolonas (Bonomo & Szabo, 
2006; Van Bambeke, Balzi, & Tulkens, 2000; Nkaido, 1998; Lambert, 2002). 
En P. aeruginosa han sido descritos cuatro de estos sistemas de expulsión: MexAB-OprM, 
MexCDOpr-J, MexEF-OprN y MexXY-OprM, siendo el primero el más importante en la 
resistencia intrínseca a quinolonas en células de tipo salvaje de P. aeruginosa(Xu, 
Brownlow, Huang, & Chen, 2003; Webber & Piddock, 2003; Poole, 2000; Lambert, 2002; 
Strateva & Yordanov, 2009), ya que este tipo de antibióticos son sustratos de todas las 
bombas de eflujo de tipo Mex (Mesaros, et al., 2007). La figura 5 corresponde a una 
representación de este sistema en donde se observan claramente las proteínas de 
membrana interna y externa (MexB y OprM, respectivamente) y la proteína enlazadora 
(MexA) (Schweizer, 2003; Askoura, Mottawea, Abujamel, & Taher, 2011). 
La tabla 2 presenta un resumen de los sistemas de eflujo reportados para P. aeruginosa, 
sus genes reguladores y sustratos. 
Las bombas de eflujo conocidas como MexAB-OprM y MexCD-OprJ han sido bien 
estudiadas y se conoce que cada una de ellas es codificada por un único operón, los 
cuales son reprimidos por las proteínas reguladoras mexR y nfxB, respectivamente. Las 
mutaciones en los genes que codifican para las proteínas reguladoras, llevan a un 
incremento en la expresión de estas bombas y con ello, a una diminución de la 
susceptibilidad al medicamento (Wong & Kassen, 2011). 
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Figura 5.Esquema del principal sistema de eflujo MexAB-OprM en  
Pseudomonas aeruginosa. 
Tomada de Askoura et al. (2011). 
 
Los sistemas de expulsión y la disminución de la permeabilidad celular actúan en conjunto 
para contribuir a la resistencia bacteriana. Los sistemas de eflujo pueden ser coregulados 
con la expresión de porinas, lo que confiere resistencia cruzada a diferentes clases de 
antibióticos no relacionados  (Blondeau, 2004; Mesaros, et al., 2007). Por ejemplo, en P. 
aeruginosa mutaciones en mexT que regula el aumento en la expresión de MexEF-OprN 
también reducen la expresión de OprD (o porina D2), disminuyendo la permeabilidad a 
carbapenémicos (Livermore, 2003). 
La importancia de estos sistemas de eflujo se refleja en que gran parte de la composición 
genética de las bacterias está dedicada a esta función particular; se estima que entre el 5 
y 10% de los genes bacterianos están involucrados en procesos de transporte (Zhanel, 
Hoban, Schurek, & Karlowsky, 2004). 
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Tabla 2.Sistemas de eflujo de P. aeruginosa. 
Adaptada de Livermore (2003). 
Sistema 
Gen 
regulador 
Sustratos 
MexAB-OprM mexR 
-Lac (no imipenem), Cm, Em, Fq, Nv, Tm, Su, Tc, 
bromuro de etidio, acriflavina, SDS, hidrocarburos 
aromáticos, irgasan, triclosan, homoserina lactona. 
MexCD-OprJ nfxB 
-Lac (no imipenem), Cm, Em, Fq, Nv, Tm, Tc, bromuro 
de etidio, acriflavina, SDS, hidrocarburos aromáticos, 
triclosan. 
MexEF-OprN mexT Cm, Fq, Tm, hidrocarburos aromáticos, triclosan. 
MexXY-OprM mexZ 
AgI, -Lac (no carbenicilina, ceftazidima o imipenem), Cm, 
Em, Fq, Nv, Tc. 
Agl: Aminoglucósidos, -Lac: -Lactámicos, Cm: Cloranfenicol: Em: Eritromicina, Fq: Fluoroquinolonas,  
Nv: Novobiocina, SDS: Dodecilsulfato de sodio, Su: Sulfonamidas, Tc: Tetraciclina, Tm: Trimetoprima. 
 
4) Alteración o producción de nuevos sitios blanco 
Este mecanismo de resistencia es uno de los más importantes en clínica; se ha reportado 
que muchas clases de antibióticos entre los que se encuentran los β-lactámicos, 
glicopéptidos y quinolonas, pueden disminuir su eficacia como consecuencia de cambios 
o producción de sitios blanco diferentes. 
La resistencia de P. aeruginosa a las quinolonas y fluoroquinolonas está relacionada con 
mutaciones en sus enzimas blanco, ADN girasa (topoisomerasa II) y topoisomerasa IV  
(Mouneimné, Robert, Jarlier, & Cambau, 1999). Estos complejos enzimáticos son 
codificados por los genes gyrA y gyrB para ADN girasa (A2B2) y parC y parE para 
topoisomerasa IV (C2E2) (Jacoby, 2005). Estas enzimas desempeñan roles importantes en 
los procesos de superenrrollamiento y decatenación de moléculas de ADN y por ende, 
están involucradas en diferentes procesos celulares que incluyen la replicación, 
transcripción, recombinación y reparación de ADN (Wong & Kassen, 2011). 
Se han reportado alteraciones a nivel de aminoácidos en la región determinante de 
resistencia a quinolonas (QRDR) del gen gyrA (Lee, Lee, Park, & Kim, 2005; Vashist, et 
al., 2009), la cual está cerca del sitio activo de la enzima, y aunque también se presentan 
mutaciones en gyrB, estas ocurren con baja frecuencia y se cree que tienen un papel 
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menos influyente, razón por la cual son poco tenidas en cuenta en investigación (Heddle 
& Maxwell, 2002). El modelo propuesto para la unión de la quinolona involucra a GyrA, 
GyrB y el ADN, por lo tanto, cualquier mutación en las enzimas puede causar resistencia 
por disminución de la afinidad del fármaco por el complejo ADN-girasa alterada; sin 
embargo, las mutaciones en GyrA resultan en niveles de resistencia hasta 20 veces 
mayores, mientras que en GyrB solo hasta 4 veces (Vashist, et al., 2009; Blondeau, 
2004). Para topoisomerasa IV la situación es análoga, presentándose mutaciones en el 
dominio QRDR de parC, las cuales no solo son más comunes que las de parE sino que 
también tienen un rol más crítico en el desarrollo de resistencia. 
Para la región QRDR de GyrA en P. aeruginosa, las mutaciones más importantes ocurren 
en los residuos 83 y 87, los cuales son altamente conservados en procariotas. Por lo 
general el aminoácido de la posición 83 es una serina o una treonina, y cambia a leucina 
o isoleucina, respectivamente. Las variaciones en la posición 87 también contribuyen a la 
resistencia y son usualmente observadas en combinación con las del aminoácido 83 
(Wong & Kassen, 2011). Las mutaciones que han sido reportadas con mayor frecuencia 
son Thr83Ile, Asp87Asn, Asp87Tyr y Asp87Gly, las cuales se pueden presentar solas o 
en combinación, aunque también se han reportado mutaciones en los aminoácidos 54, 67, 
84 y 106  (Mouneimné, Robert, Jarlier, & Cambau, 1999; Takenouchi, Sakagawa, & 
Sugawara, 1999; Akasaka, Tanaka, Yamaguchi, & Sato, 2001; Lee, Lee, Park, & Kim, 
2005; Dan-dan, Tie-ying, & Yun-jian, 2007). La figura 6 corresponde a un modelo 
propuesto para el sitio de unión de la quinolona en girasa, teniendo en cuenta los 
aminoácidos  que desempeñan un papel importante en la unión del antibiótico, 83 y 87 
para GyrA y 426 y 447 para GyrB; estos últimos se cree que proveen una estabilización 
adicional al complejo fármaco-enzima-ADN, al encontrarse cerca de la región QRDR de la 
subunidad A. 
Aunque muy pocos estudios se han enfocado en realizar una comparación de los 
mecanismos de resistencia entre cepas de P. aeruginosa provenientes de pacientes con 
fibrosis quística y cepas provenientes de otro tipo de patologías, se ha reportado que 
estos resultados son significativamente diferentes (Wong & Kassen, 2011). Respecto a 
mutaciones en las enzimas blanco, las que ocurren en gyrA son predominantes tanto 
paraaislados de origen FQ como para otras patologías no-FQ;sin embargo no ocurre lo 
mismo para parC, que se observa casi exclusivamente en aislados no-FQ. Con respecto a 
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las mutaciones asociadas a sistemas de eflujo, las que ocurren en el gen nfxB, aunque se 
presentan en los dos grupos, son más frecuentes en FQ, mientras que para las 
mutaciones en el gen mexR la frecuencia es mayor para los aisladosno-FQ. Estas 
diferencias observadas entre los dos grupos son explicadas en términos de dos 
conceptos: el primero, evolución paralela, que hace referencia a la evolución de los 
mismos genotipos y/o fenotipos repetida e independientemente como respuesta a 
presiones ecológicas similares sobre los organismos, sugiriendo de esta manera que la 
selección natural es la responsable de la evolución de un rasgo dado o genotipo, en este 
caso se conocen los blancos de resistencia más comunes y además se sabe que estos 
son altamente conservados entre las especies, lo cual asocia los fenómenos de 
resistencia con la teoría de la evolución; el segundo concepto, diferenciación local, 
pretende relacionar el ambiente en que se desarrollan los mutantes con el tipo de 
mutaciones que se favorecen, por ejemplo, el ambiente único de los pulmones de 
pacientes con FQ juega un importante rol en la trayectoria evolucionaria de P. aeruginosa 
durante la infección, influenciando los procesos de mutación y selección natural (Wong & 
Kassen, 2011). 
 
Figura 6. Sitio de unión de la quinolona en Girasa. 
Tomado de Heddle& Maxwell (2002). 
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2. Materiales y Métodos 
 
2.1. Material biológico 
En el presente trabajo se estudiaron 60 aislados clínicos nativos de P. aeruginosa, la 
mitad de ellos provenientes del esputo de pacientes con fibrosis quística (FQ) y la otra 
mitad provenientes de pacientes con otras patologías (no FQ). La tabla 3 recopila los 
datos de dichos aislados, los cuales fueron recolectados en el año 2009 en la ciudad de 
Cartagena. Las muestras de esputo se tomaron previo enjuague oral con agua. El resto 
de los aislados procedieron de cultivos realizados a pacientes hospitalizados con 
entidades clínicas diferentes a FQ en distintos centros de salud de la ciudad de 
Cartagena. Los pacientes con FQ pertenecen al Programa de “Atención Integral del 
Paciente con Fibrosis Quística” desarrollado por el grupo UNIMOL en dicha ciudad. Todas 
las muestras fueron tomadas bajo consentimiento escrito e informado del paciente o de un 
familiar responsable. 
 
2.2. Análisis de susceptibilidad a una quinolona 
Se determinó la susceptibilidad a levofloxacina (SIGMA-ALDRICH™, St. Louis, MO, US), 
por medio del método de microdilución en caldo, utilizando placas de 96 pozos,y tomando 
como base el protocolo descrito por Wiegand, Hilpert & Hancock (2008). 
Las 60 cepas de P. aeruginosa se repicaron en caldo LB Miller (Luria-Bertani) 
(AMRESCO®, Solon, OH, US) 1% y se sembraron en cajas de petri utilizando como 
medio de cultivo caldo LB 1% - Agar 1%, posteriormente se incubaron de 18 a 24 horas a 
37°C y a partir de ellas se preparó el inóculo de trabajo por medio del procedimiento 
descrito a continuación: la cepa PA001 se ajustó al tubo 0.5 de la escala de Mc Farland,  
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Tabla 3.Listado completo de aislados clínicos de P. aeruginosa estudiados. 
AISLADO TIPO ORIGEN AISLADO TIPO ORIGEN 
PA001 FQ Esputo PA031 No FQ Urocultivo 
PA002 FQ Esputo PA032 No FQ Herida 
PA003 FQ Esputo PA033 No FQ Urocultivo 
PA004 FQ Esputo PA034 No FQ Sec. Quemaduraa 
PA005 FQ Esputo PA035 No FQ Secreción Ulcera 
PA006 FQ Esputo PA036 No FQ Urocultivo 
PA007 FQ Esputo PA037 No FQ Urocultivo 
PA008 FQ Esputo PA038 No FQ Herida 
PA009 FQ Esputo PA039 No FQ Tejido de rodilla 
PA010 FQ Esputo PA040 No FQ Urocultivo 
PA011 FQ Esputo PA041 No FQ Herida 
PA012 FQ Esputo PA042 No FQ Urocultivo 
PA013 FQ Esputo PA043 No FQ Sec. Respiratoriasb 
PA014 FQ Esputo PA044 No FQ Urocultivo 
PA015 FQ Esputo PA045 No FQ Sec. Quemaduraa 
PA016 FQ Esputo PA046 No FQ Sec. Quemaduraa 
PA017 FQ Esputo PA047 No FQ Coprocultivo 
PA018 FQ Esputo PA048 No FQ Secreción perianal 
PA019 FQ Esputo PA049 No FQ Herida 
PA020 FQ Esputo PA050 No FQ Herida 
PA021 FQ Esputo PA051 No FQ Coprocultivo 
PA022 FQ Esputo PA052 No FQ Herida 
PA023 FQ Esputo PA053 No FQ Secreción Ulcera 
PA024 FQ Esputo PA054 No FQ Secreción Ulcera 
PA025 FQ Esputo PA055 No FQ Herida 
PA026 FQ Esputo PA056 No FQ Sec. Quemaduraa 
PA027 FQ Esputo PA057 No FQ Secreción Ulcera 
PA028 FQ Esputo PA058 No FQ Herida 
PA029 FQ Esputo PA059 No FQ Secreción ótica 
PA030 FQ Esputo PA060 No FQ Aspirado Cadera 
a
Sec. Quemadura: Secreción de quemaduras. 
b
Sec .respiratorias: Secreción vías respiratorias bajas. 
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que se asocia con una turbidez equivalente a 108unidades formadoras de colonias (UFC) 
(0.08-0.13 UA), por medio de espectrofotometría a 625 nm empleando un 
espectrofotómetro 8453 (HEWLETT PACKARD/AGILENT TECHNOLOGIES, Santa Clara, 
CA, US) y obteniendo un valor de absorbancia de 0.1112 UA; esta suspensión de células 
de la cepa PA001 se denominó “control biológico”. Las diluciones de las cepas restantes 
(de PA002 a PA060) se ajustaron con el “control biológico” por comparación de turbidez. 
El ajuste se realizó adicionando caldo LB 1% o colonias provenientes de las cajas de 
petri. 
En las placas de 96 pozos se adicionaron 50 µL de caldo LB 1% y se realizaron diluciones 
seriadas de levofloxacina a partir de un stock de 512 µg/mL, posteriormente se 
adicionaron 50 µL del inóculo bacteriano a evaluar para obtener concentraciones finales 
de 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5 y 0.25 µg/mL. Como control de crecimiento se utilizó el 
inóculo bacteriano y como control de esterilidad, caldo LB 1% estéril. Se incubó durante 
18 horas a 37°C y la CMI se determinó por turbidez al finalizar este tiempo. La figura 7 
correponde al diseño experimental para este ensayo. 
 
 
Figura 7.Diseño experimental para los ensayos de susceptibilidad por el método de 
microdilución en caldo. 
CX corresponde a la concentración del stock de levofloxacina. 
 
28 Identificación de mutaciones relacionadas con resistencia a  
quinolonas en aislados clínicos de Pseudomonas aeruginosa. 
 
La clasificación de cada una de las cepas como sensible, intermedia o resistente se 
realizó según fuera su concentracion mínima inhibitoria (CMI), de acuerdo con los 
estándares del Instituto de Estándares Clínicos y de Laboratorio (CLSI, 2012). La 
clásificación para Levofloxacina se muestra en la tabla 4. 
 
Tabla 4.Estándares de interpretación de las CMI para P. aeruginosa utilizando el método 
de microdilución en caldo. 
 MIC (µg/mL) 
Antibiótico Sensible (S) Intermedio (I) Resistente (R) 
Levofloxacina ≤ 2 4 ≥ 8 
 
 
2.3. Aislado de ADN genómico de P. aeruginosa 
Se siguió el protocolo de extracción de ADN genómico por bromuro 
dehexadeciltrimetilamonio (CTAB) (SIGMA-ALDRICH™, St. Louis, MO, US)con algunas 
modificaciones, empleado anteriormente en el grupo de investigación y descrito por 
Ausubel(2003). El protocolo se describe a continuación: 
 Se hizo crecer el microorganismo en un vial con 1.2 mL de caldoLuria-Bertani(LB)1% 
a 37 o C durante toda la noche. 
 Se centrifugó a 10000 rpm por 5 min, se resuspendió el pellet en  567 μL de buffer 10 
mM TrisCl, 1 mM EDTA, pH 8.0 (TE), añadiendo 30 μL dodecil sulfato de sodio (SDS) 
10% y 3 μL de Proteinasa K 20 mg/mL  y se  incubó a 37 ºC durante 1 hora. 
 Se adicionaron 100 μL de NaCl 5 M, y posteriormente 80 μL de solución de 
CTAB/NaCl (10% CTAB en 0.7 M NaCl) y se incubó a 65°C durante 10 minutos.  
 Se añadieron aproximadamente 0.7 volúmenes de cloroformo/alcohol isoamílico(24:1), 
se mezcló y se centrifugó por 5 minutos a 10000 rpm. Se transferieron los 
sobrenadantes a tubos nuevos.  
 A cada nuevo tubo se añadieron 600 μL de isopropanol frío para precipitar los ácidos 
nucleicos, y se centrifugó por 10 minutos a 12000 rpm. 
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 Se lavó el ADN con 250 μL de etanol 70% para remover el CTAB residual, se descartó 
el sobrenadante y dejaron secar los tubos invertidos durante aproximadamente 40 
minutos. 
 Se redisolvió el pellet en 30 μL de Buffer TE con RNasa.  
Las muestras de ADN purificado fueron visualizadas mediante electroforesis en geles de 
agarosa al 1% en buffer 40 mM Tris-acetato, 2 mM EDTA pH 8.0 (TAE) 1X utilizando 
SYBR Safe® DNA Gel Stain (Invitrogen™,Grand Island, NY, US) como agente revelador y 
1 Kb plus DNA ladder (Invitrogen™,Grand Island, NY, US) como marcador de peso 
molecular y fueron cuantificadas por espectrofotometría en el ultravioleta, realizando 
lecturas de absorbancia a 260 nm y 280 nm para diluciones 1:100 de las muestras en 
buffer TE. Para las mediciones espectrofotométricas se utilizó un espectrofotómetro 
Spectronic BioMate 3 (THERMO ELECTRON SCIENTIFIC INSTRUMENTS CORP., 
Madison, WI, US). 
 
2.4. Amplificación del gengyrA por reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) 
 
Para la amplificación del gen de interés, se tomó como base el protocolo descrito por 
Jalal, Ciofu, Høiby, Gotoh & Wretlind (2000) y se estandarizaron las condiciones. Los 
reactivos utilizados y sus concentraciones finales en la mezcla de PCR se muestran en la 
tabla 5. El volumen final trabajado fue 80 μL. 
 
Tabla 5. Condiciones finales para la amplificación de gyrA por PCR. 
Reactivo Concentración final 
Buffer (pH 8.4) 1X 
MgCl2 2.0 mM 
dNTPs (Invitrogen, Carlsbad, CA, US) 200 μM c/u 
Primer forward 0.5 μM 
Primer reverse 0.5 μM 
Taq DNA pol (Invitrogen, Carlsbad, CA, US) 0.625 U 
ADN molde 500 ng 
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Los primers a utilizar previamente reportados por Caldera (2010) y Kureishi, Diver, 
Beckthold, Schollaardt & Bryan (1994), fueron sintetizados por Macrogen Inc Korea y 
amplifican un fragmento de 252 bp, que abarca la región de los codones 38 al 122, dentro 
de la cual se encuentra la región QRDR (codones 67-106) del gen gyrA de P. aeruginosa. 
La tabla 6 muestra la información de dichos primers. 
 
Tabla 6.Primers para amplificar el gen gyrA de P. aeruginosa. 
Primer Sentido Secuencia (5’ - 3’) 
PaGa1 Forward TGACGGCCTGAAGCCGGTGCAC 
PaGa4 Reverse TATCGCATGGCTGCGGCGTTG 
 
La amplificación se llevó a cabo en un termociclador MyCycler™ Thermal Cycler (BIO-
RAD, Hercules, CA, US)utilizando el siguiente perfil térmico: un ciclo inicial de 
desnaturalización a 94 °C durante 2 minutos;30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 
minuto y 72° C por 1 minuto; y un ciclo final de extensión a 72°C durante 7 minutos.  
Los productos amplificados se analizaron por electroforesis en gel de agarosa (1.5% en 
buffer TAE 1X) utilizando SYBR Safe® DNA Gel Staincomo agente revelador y 1 Kb plus 
DNA ladder (Invitrogen™,Grand Island, NY, US) como marcador de peso molecular, con 
el fin observar el resultado de la amplificación y confirmar el tamaño del producto. 
Los productos de PCR se purificaron usando un kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up 
System (Promega, Madison, WI, US)siguiendo las condiciones descritas por el fabricante 
y se eluyeron en 25 µL de agua libre de nucleasas.  
 
2.5. Secuenciación de los productos de PCR 
Se contrató el servicio de secuenciación de ADN con Macrogen Inc (Korea). 
Para la reacción de secuenciación se enviaron los productos de amplificación (15 μL por 
muestra) y los primers forward y reverse con el fin de obtener las secuencias 
correspondientes a las dos hebras de ADN (sentido y antisentido). 
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2.6. Análisis de Secuencias 
El análisis y edición de las secuencias se realizó empleando el programa MEGA 
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis, versión 5.1)  (Tamura, Peterson, Peterson, 
Stecher, Nei, & Kumar, 2011). 
La edición consistió en revisar los cromatogramas de las secuencias sentido y antisentido, 
corregir las bases mal asignadas o no reconocidas y descartar las secuencias cuyos 
cromatogramas no eran concluyentes o que no daban información confiable. 
Posteriormente, las secuencias fueron alineadas con la secuencia de referencia de la 
subunidad A de la enzima ADN girasa de P. aeruginosa cepa PAO1, tomada de la base 
de datos Gene del NCBI (Gene ID: 882800), para finalmente ser traducidas a 
aminoácidos. 
 
2.7. Análisis Estadístico 
Para el análisis de los datos se utilizaron los software R (R Core Team, 2013) y SPSS 
versión 17.0  (SPSS Inc., 2008).  
La asociación entre las mutaciones encontradas y las variables de origen (FQ/no FQ y 
susceptibilidad) se determinó utilizando la prueba de Chi2. Mediante un anásilis de 
regresión logística se estableció la asociación entre las mutaciones halladas y la 
resistencia de los aislados estudiados. Un análisis univariado empleando el test 
paramétrico de ANOVA permitió la comparación de las mutaciones encontradas con las 
CMI determinadas y finalmente por medio de un análisis de regresión logística se 
determinó la asociación de resistencia con el origen FQ/no FQ y las mutaciones 
encontradas. 
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3. Resultados 
3.1. Análisis de susceptibilidad a levofloxacina 
A todos los aislados clínicos de P. aeruginosa se les determinó su CMI a levofloxacina 
mediante de la técnica de microdilución en caldo y teniendo como protocolo base el 
descrito por Wiegand, Hilpert & Hancock (2008). Cada una de las cepas se clasificó de 
acuerdo a los estándares del CLSI (2012). Los resultados se muestran en la tabla 7. 
El ensayo de susceptibilidad a levofloxacina reveló que para el conjunto total de 60 
aislados clínicos evaluados, el 48.3% fueron resistentes, el 6,7% intermedias y el 45% 
sensibles. La resistencia observada según el origen del aislado fue: 43.3% para FQ y 
53.3% para no FQ. 
De las 60 cepas analizadas inicialmente solo se logró obtener secuencias para 44 de 
estos aislados (22 FQ y 22 no FQ). El análisis de susceptibilidad a levofloxacina para 
estos 44 aislados se resume en la tabla 8, donde se observa que 19 (43.2%) de las cepas 
fueron resistentes, 4 (9.1%) intermedias y 21 (47.7%) sensibles. 
Se observó también que el número de cepas resistentes a levofloxacina fue mayor en el 
grupo no FQ (57.9% en no FQ vs. 42.1% en FQ) pero esta diferencia no fue significativa 
(p=0.26). 
Un análisis de regresión logística (tabla 9) confirma los resultados anteriores. Aunque el 
valor del OR (Odds Ratio) (<1) podría llevar a pensar que existe asociación entre la 
variable FQ y menor riesgo en el desarrollo de resistencia, es decir, que pertenecer al 
grupo FQ genera cierta protección sobre el desarrollo de resistencia, el intervalo de 
confianza (IC) incluye el valor de 1, razón por la cual no existe significancia estadística 
para dicha afirmación. 
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Tabla 7.Resistencia a levofloxacina de los aislados clínicos de P. aeruginosa estudiados. 
Cepa CMI (μg/mL) 
Clasificación 
CLSI 
Cepa CMI (μg/mL) 
Clasificación 
CLSI 
PA001 16 R PA031 64 R 
PA002 32 R PA032 16 R 
PA003 8 R PA033 32 R 
PA004 2 S PA034 16 R 
PA005 2 S PA035 16 R 
PA006 4 I PA036 2 S 
PA007 2 S PA037 32 R 
PA008 8 R PA038 2 S 
PA009 1 S PA039 1 S 
PA010 8 R PA040 4 I 
PA011 8 R PA041 1 S 
PA012 2 S PA042 
No turbidez 
(≤0.25) 
S 
PA013 1 S PA043 16 R 
PA014 1 S PA044 32 R 
PA015 2 S PA045 2 S 
PA016 2 S PA046 1 S 
PA017 2 S PA047 32 R 
PA018 1 S PA048 8 R 
PA019 
No turbidez 
(≤0.25) 
S PA049 2 S 
PA020 1 S PA050 1 S 
PA021 2 S PA051 1 S 
PA022 1 S PA052 32 R 
PA023 16 R PA053 16 R 
PA024 64 R PA054 4 I 
PA025 32 R PA055 32 R 
PA026 32 R PA056 4 I 
PA027 16 R PA057 8 R 
PA028 32 R PA058 32 R 
PA029 16 R PA059 2 S 
PA030 1 S PA060 8 R 
S: Sensible (CMI≤2 μg/mL), I: Intermedia (CMI=4 μg/mL), R: Resistente (CMI≥8 μg/mL). 
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Tabla 8.Prueba de Chi2 para asociar variable de origen y resistencia de las cepas. 
Origen 
Susceptibilidad 
p 
(Test Chi2) R 
n (%) 
I 
n (%) 
S 
n (%) 
FQ 8 (42,1) 1 (25) 13 (61,9) 
0,26 No FQ 11 (57,9) 3 (75) 8 (38,1) 
Total 19 (100) 4 (100) 21 (100) 
Test de Chi
2
 para comparar los resultados de resistencia con el grupo de origen de los aislados estudiados. 
 
 
Tabla 9.Análisis de regresión logística para asociar origen y resistencia de las cepas. 
Origen Resistencia (CLSI) 
 OR IC (95%) 
FQ 0,39 0,12-1,33 
 
3.2. Aislado de ADN genómico de P. aeruginosa. 
De cada uno de los aislados de P. aeruginosa se purificó ADN genómico empleando el 
protocolo de extracción por CTAB, descrito en la metodología. En general el protocolo 
permitió la extracción de ADN con concentración promedio de 852 ng/μL, el cual fue 
utilizado en procedimientos posteriores. La figura 8 muestra un gel representativo de 
algunas muestras de ADN genómico extraídas de los aislados en estudio. 
 
3.3. Amplificación del gen gyrA por reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) 
Para cada una de las muestras de ADN genómico purificado, se amplificó una región de 
252 pb que comprende la región QRDR del gen gyrA de P. aeruginosa. Los productos de 
PCR se analizaron por medio de electroforesis en gel de agarosa (1.5%). Se logró 
amplificar el gen gyrA de P. aeruginosa en un total de 49 aislados, 25 aislados 
provenientes del grupo FQ y 24 provenientes del no FQ. Las figuras 9 y 10 muestran 
geles para los productos de PCR de aislados FQ y no FQ, respectivamente. 
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Figura 8.Eletroforesis en gel de agarosa (1%) de muestras de ADN genómico purificado 
de aislados clínicos de P. aeruginosa. 
El número sobre el carril indica el número del aislado.M: Marcador de peso molecular, 1 
Kb plus DNA ladder. 
 
 
3.4. Secuenciación y análisis de los productos de PCR 
Se obtuvieron las secuencias de todos los productos de PCR obtenidos. Las bases 
adyacentes a los iniciadores no fueron bien resueltas pero gracias a la secuenciación en 
los dos sentidos, se lograron obtener las secuencias de nucleótidos iniciales y finales para 
ser incluidas en los análisis posteriores. La figura 11 muestra cromatogramas 
representativos de los resultados obtenidos para la cepa PA003. 
Las secuencias obtenidas fueron luego alineadas según se describe en la metodología. 
En los anexos A y B se pueden observar los alineamientos múltiples de las secuencias de 
nucleotídos y aminoacídos, respectivamente, de los aislados de P. aeruginosa. 
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Figura 9.Electroforesis en gel de agarosa (1.5 %) de los productos de PCR obtenidos a partir de ADN de P. aeruginosa provenientes 
de pacientes con FQ. 
Los números sobre el gel corresponden al número del aislado. M. Marcador de peso molecular 1 Kb plus DNA ladder. 
 
 
Figura 10.Electroforesis en gel de agarosa (1.5 %) de los productos de PCR obtenidos a partir de ADN de P. aeruginosa 
provenientes de pacientes no FQ. 
Los números sobre el gel corresponden al número del aislado. M. Marcador de peso molecular 1 Kb plus DNA ladder.
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Figura 11.Cromatogramas de las secuencias obtenidas a partir del aislado PA03 
utilizando el primer PaGa1 (A) y PaGa4 (B). 
Cada nucleótido aparece en un color diferente (verde para adenina, rojo para timina, azul 
para citosina y negro para guanina). 
 
 
 
El análisis de los alineamientos revela la existencia de mutaciones en el fragmento de 252 
pb analizado del gen gyrA en ambos grupos de los aislados clínicos estudiados, 
específicamente en las posiciones correspondientes a los aminoácidos 101 y 106 de la 
región QRDR del gen.  La mutación Met101Leu se observó en todos los aislados 
analizados, tanto FQ como no FQ, ya sea sola o en combinación con las mutaciones 
Gln106Lys y Gln106Arg, las cuales no resultaron exclusivas para ningún grupo de origen. 
El aminoácido Leu en la posición 101 contrasta con la Met reportada por la base de datos 
GenBank. La tabla 10 Contiene todas las mutaciones encontradas. 
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Tabla 10. Resumen global de las mutaciones encontradas en los aislados de P. 
aeruginosa estudiados. 
Mutación General FQ No FQ 
Met101Leu 44 (100%) 22 22 
Gln106Lys 10 (22.7%) 3 7 
Gln106Arg 14 (31.8%) 10 4 
 
 
La tabla 11 muestra el detalle de las mutaciones encontradas para cada una de las cepas 
estudiadas. 
La tabla 12 muestra el detalle de todos los datos obtenidos en este trabajo para los 
distintosaislados clínicos estudiados de P. aeruginosa, incluyendo: grupo de origen, CMI, 
clasificación (sensible, intermedio, resistente), y mutaciones encontradas 
A partir de la anterior tabla se realizaron análisis estadísticos con el fin de relacionar las 
diferentes variables. Los resultados de estos análisis se muestran a continuación. 
En la tabla 13 se relacionan las diferentes mutaciones encontradas con el grupo de origen 
de los aisladosestudiados. No se encontró una asociación estadísticamente significativa 
entre las variables (p= 0,11). 
La tabla 14 busca relacionar la resistencia con la presencia de mutaciones. En este caso, 
esta última variable ha sido dicotomizada y se presenta como mutación única o múltiple. 
Se puede concluir que no hay una asociación estadísticamente significativa (p= 0,94) 
entre estas dos variables. 
La tabla 15 hace un análisis similar pero teniendo en cuenta cada una de las mutaciones 
específicas encontradas (Met101Leu – Gln106Lys, Met101Leu – Gln106Arg y 
Met101Leu). En este caso, tampoco se pudo establecer una relación estadísticamente 
significativa entre las variables de interés. 
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Tabla 11. Detalle de mutaciones encontradas en la región QRDR de gyrA de los aislados 
declínicos estudiados. 
Cepa Cambios Cepa Cambios 
PA001 Met101Leu  PA032 Met101Leu Gln106Arg 
PA002 Met101Leu  PA033 Met101Leu  
PA003 Met101Leu Gln106Lys PA034 Met101Leu Gln106Arg 
PA004 Met101Leu  PA035 Met101Leu Gln106Arg 
PA006 Met101Leu Gln106Lys PA036 Met101Leu  
PA007 Met101Leu Gln106Arg  PA037 Met101Leu Gln106Lys 
PA012 Met101Leu  PA038 Met101Leu Gln106Lys 
PA013 Met101Leu Gln106Arg PA039 Met101Leu Gln106Lys 
PA014 Met101Leu Gln106Arg PA040 Met101Leu  
PA015 Met101Leu Gln106Arg PA042 Met101Leu Gln106Lys 
PA016 Met101Leu Gln106Lys PA043 Met101Leu Gln106Lys 
PA017 Met101Leu  PA044 Met101Leu  
PA018 Met101Leu Gln106Arg PA045 Met101Leu  
PA019 Met101Leu Gln106Arg PA046 Met101Leu Gln106Lys 
PA020 Met101Leu  PA047 Met101Leu Gln106Lys 
PA021 Met101Leu Gln106Arg PA048 Met101Leu  
PA023 Met101Leu Gln106Arg PA049 Met101Leu  
PA024 Met101Leu  PA054 Met101Leu  
PA025 Met101Leu  PA055 Met101Leu  
PA027 Met101Leu Gln106Arg PA056 Met101Leu Gln106Arg 
PA028 Met101Leu Gln106Arg PA057 Met101Leu  
PA030 Met101Leu  PA059 Met101Leu  
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Tabla 12. Susceptibilidad a levofloxacina y mutaciones en gyrA. 
Cepa Origen MIC (μg/mL) CLSI Cambios 
PA001 FQ 16 R Met101Leu  
PA002 FQ 32 R Met101Leu  
PA003 FQ 8 R Met101Leu Gln106Lys 
PA004 FQ 2 S Met101Leu  
PA006 FQ 4 I Met101Leu Gln106Lys 
PA007 FQ 2 S Met101Leu Gln106Arg 
PA012 FQ 2 S Met101Leu  
PA013 FQ 1 S Met101Leu Gln106Arg 
PA014 FQ 1 S Met101Leu Gln106Arg 
PA015 FQ 2 S Met101Leu Gln106Arg 
PA016 FQ 2 S Met101Leu Gln106Lys 
PA017 FQ 2 S Met101Leu  
PA018 FQ 1 S Met101Leu Gln106Arg 
PA019 FQ NT (≤0.25) S Met101Leu Gln106Arg 
PA020 FQ 1 S Met101Leu  
PA021 FQ 2 S Met101Leu Gln106Arg 
PA023 FQ 16 R Met101Leu Gln106Arg 
PA024 FQ 64 R Met101Leu  
PA025 FQ 32 R Met101Leu  
PA027 FQ 16 R Met101Leu Gln106Arg 
PA028 FQ 32 R Met101Leu Gln106Arg 
PA030 FQ 1 S Met101Leu  
PA032 No FQ 16 R Met101Leu Gln106Arg 
PA033 No FQ 32 R Met101Leu  
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Tabla 13. Susceptibilidad a levofloxacina y mutaciones en gyrA (continuación). 
PA034 No FQ 16 R Met101Leu Gln106Arg 
PA035 No FQ 16 R Met101Leu Gln106Arg 
PA036 No FQ 2 S Met101Leu  
PA037 No FQ 32 R Met101Leu Gln106Lys 
PA038 No FQ 2 S Met101Leu Gln106Lys 
PA039 No FQ 1 S Met101Leu Gln106Lys 
PA040 No FQ 4 I Met101Leu  
PA042 No FQ NT (≤0.25) S Met101Leu Gln106Lys 
PA043 No FQ 16 R Met101Leu Gln106Lys 
PA044 No FQ 32 R Met101Leu  
PA045 No FQ 2 S Met101Leu  
PA046 No FQ 1 S Met101Leu Gln106Lys 
PA047 No FQ 32 R Met101Leu Gln106Lys 
PA048 No FQ 8 R Met101Leu  
PA049 No FQ 2 S Met101Leu  
PA054 No FQ 4 I Met101Leu  
PA055 No FQ 32 R Met101Leu  
PA056 No FQ 4 I Met101Leu Gln106Arg 
PA057 No FQ 8 R Met101Leu  
PA059 No FQ 2 S Met101Leu  
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Tabla 14.Prueba de Chi2 para asociar las mutaciones encontradas y el grupo de origen de 
los aislados. 
Origen 
Mutaciones 
p  
(Prueba Chi2) 
Met – GlnLys* 
n (%) 
Met – GlnArg** 
n (%) 
Met*** 
n (%) 
FQ 3 (30) 10 (71,4) 9 (45) 
0,11 
No FQ 7 (70) 4 (28,6) 11 (55) 
*Met101Leu – Gln106Lys, **Met101Leu –Gln106Arg, ***Met101Leu. 
 
Tabla 154.Prueba de Chi2 para asociar presencia de mutaciones y resistencia de los 
aislados. 
Mutación 
Susceptibilidad (CLSI) 
p 
(Prueba Chi2) R 
n (%) 
I 
n (%) 
S 
n (%) 
Única* 9 (47,4) 2 (50) 9 (42,9) 
0,94 
Múltiple** 10 (52,6) 2 (50) 12 (57,1) 
*Solo mutación Met101Leu   **Mutación Met101Leu acompañada de otra mutación 
 
Tabla 165.Prueba de Chi2 para asociar las mutaciones encontradas y la resistencia de los 
aislados. 
Mutación 
Susceptibilidad (CLSI) 
p 
(Prueba Chi2) R 
n (%) 
I 
n (%) 
S 
n (%) 
Met – GlnLys* 4(40) 1(10) 5(50) 
0,99 Met – GlnArg** 6 (42,9) 1 (7,1) 7 (50) 
Met *** 9 (45) 2 (10) 9 (45) 
*Met101Leu – Gln106Lys, **Met101Leu –Gln106Arg, ***Met101Leu. 
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Un análisis de regresión logística (tabla 16) confirma los resultados anteriores. 
Inicialmente, y teniendo en cuenta los valores de OR (Odds Ratio) (<1) para  
Met101Leu–Gln106Lys y Met101Leu–Gln106Arg se podría concluir que existe asociación 
entre las mutaciones y menor riesgo en el desarrollo de resistencia, es decir, que dichas 
mutaciones serían un factor protector sobre el desarrollo de resistencia. Sin embargo, en 
los dos casos, el intervalo de confianza (IC) incluye el valor de 1, razón por lo cual no 
existe significancia estadística para dicha conclusión. 
 
Tabla 176.Análisis de regresión logística para asociar mutaciones encontradas y 
resistencia de los aislados. 
Mutaciones 
Resistencia (CLSI)* 
OR IC 
Met101Leu – Gln106Lys 0,818 (0,17 - 3,74) 
Met101Leu –Gln106Arg 0,818 (0,20 - 3,21) 
Met101Leu 1*  
*Valor de referencia 
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4. Discusión 
Pseudomonas aeruginosa es responsable del 10-15% de las infecciones nosocomiales 
alrededor del mundo, razón por la cual es considerado uno de los principales patógenos 
nosocomiales en pacientes inmunocomprometidos. Este microorganismo se adapta bien 
al ambiente del tracto respiratorio, especialmente en pacientes con enfermedades 
broncopulmonares, obstructivas crónicas y es por ello la causa predominante en 
neumonías asociadas a ventilación y en infecciones pulmonares en FQ, produciendo 
colonización crónica de las vías respiratorias de estos pacientes  (Mesaros, et al., 2007) 
(Strateva & Yordanov, 2009). Si bien inicialmente los pacientes con FQ son generalmente 
infectados por Haemophilus y Staphylococcus, más adelante Pseudomonas se convierte 
en el principal patógeno. La colonización por Pseudomonas comienza con cepas de 
fenotipo no mucoide que con el paso del tiempo empiezan a exhibir fenotipo mucoide y 
con ello un aumento en los niveles de resistencia a diferentes antibióticos y dificultad en 
su erradicación (George, Jones, & Middleton, 2009). 
Las distintas infecciones causadas por P. aeruginosa son difíciles de tratar, no sólo por la 
resistencia intrínseca de la especie (expresión de β-lactamasa cromosomal AmpC y 
bombas de eflujo, combinado con disminución en la permeabilidad de la membrana 
externa), sino también por su importante habilidad para sobreexpresar genes de 
resistencia y adquirir resistencia a múltiples clases de agentes antibacterianos (β-
lactámicos, aminoglucósidos, fluoroquinolonas). Todos estos factores hacen que P. 
aeruginosapresente un fenómeno de resistencia bacteriana, ya que prácticamente todos 
los mecanismos de resistencia antimicrobiana conocidos pueden ser observados en ella. 
El tratamiento empleado normalmente para este tipo de infecciones involucra una terapia 
de combinación, la cual se selecciona teniendo en cuenta el conocimiento epidemiológico 
local y usualmente consiste en un β-lactámico más un aminoglucósido o una 
fluoroquinolona  (Mesaros, et al., 2007; Strateva & Yordanov, 2009).  
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En el presente estudio se analizaron 60 aislados clínicos de P. aeruginosa, la mitad 
provenientes de pacientes con FQ y la otra mitad provenientes de pacientes con otras 
patologías (no FQ). A todos los aislados se les determinó la respuesta a levofloxacina, un 
antibiótico del grupo de las fluoroquinolonas, ampliamente usadas en el tratamiento de 
infecciones por bacterias Gram-negativas como P. aeruginosa. 
En términos globales, se encontró que el 43.2% de nuestros aislados fueron resistentes, 
el 9.1% intermedios y el 47.7% sensibles. Adicionalmente, la prueba de Chi2 concluyó que 
no existe diferencia estadísticamente significativa en términos de resistencia a 
levofloxacina entre los dos grupos de origen de los aislados clínicos (FQ y no FQ) (tabla 8, 
p= 0,26; tabla 9, OR= 0,12, IC= 0,12 - 1,33). Los estudios previos realizados evaluando 
este antibiótico son pocos, ya que en este tipo de especies, las 6-fluoroquinolonas como 
ciprofloxacina y levofloxacina, tienen rangos variables de actividad farmacológica siendo 
mayores para la primera, razón por la cual es la fluoroquinolona de primera elección, y 
adicionalmente no se hace referencia al origen de los aislados, lo cual dificulta su 
comparación. Un estudio realizado en Alemania, reporta elevada resistencia a 
levofloxacina en aislados de P. aeruginosa, 18/22 (81.8%), 8 provenientesde pacientes 
FQ y 10 de no FQ  (Henrichfreise, Wiegand, Pfister, & Wiedemann, 2007); dicho resultado 
contrasta con los resultados obtenidos durante este trabajo (81.8% vs. 43.2% de 
resistencia de P. aeruginosa), sin embargo con respecto a los grupos de origen, los 
resultados concuerdan al no observarse una diferencia significativa entre la resistencia de 
aislados FQ y no FQ (tabla 8), es importante resaltar que más de el 50% de nuestros 
aislados clínicos resultaron sensibles a levofloxacina, lo cual tiene una importante 
implicación médica y puede resultar en una alternativa en el tratamiento de pacientes con 
estas infecciones. Otros trabajos reportan resistencia a levofloxacina aunque en niveles 
bajos, 94/603 (15.6%) (Lee, Lee, Park, & Kim, 2005) y 116/513 (22.6%) (Akasaka, 
Tanaka, Yamaguchi, & Sato, 2001) y no discriminan con respecto al origen del aislado; los 
aislados estudiados exhiben niveles de resistencia intermedios (43.2%) y se ubican entre 
las cepas alemanas y las de otros países, lo que llevaría a pensar en que la presión 
selectiva que se produce al exponer el microorganismo a determinados antibióticos sería 
responsable del aumento en los niveles de resistencia, tal y como lo describen  Wong & 
Kassen (2011) al hablar del concepto de evolución paralela. Adicionalmente, se podría 
estar en presencia de aislados con mecanismos de resistencia adicionales. 
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De acuerdo a lo anterior, y comparando con resultados previos de nuestro grupo de 
investigación (Caldera, 2010), en términos generales (sin discriminar el origen del 
aislado), levofloxacina no representaría una mejor alternativa terapéutica que 
ciprofloxacina para el tratamiento de pacientes con infecciones causadas por P. 
aeruginosa debido al nivel de resistencia de cada antibiótico (43.2% para levofloxacina vs. 
20% para ciprofloxacina).  
La susceptibilidad a quinolonas en infecciones causadas por P. aeruginosa se ve afectada 
por diversos factores, entre ellos la resistencia vía mutaciones en las enzimas blanco de 
estos antibióticos. Múltiples estudios han reportado relación entre resistencia a quinolonas 
y mutaciones en la región QRDR de las enzimas ADN girasa y topoisomerasa IV, 
específicamente en los aminoácidos 83 y 87  (Akasaka, Tanaka, Yamaguchi, & Sato, 
2001; Henrichfreise, Wiegand, Pfister, & Wiedemann, 2007; Higgins, Fluit, Milatovic, 
Verhoef, & Schmitz, 2003; Jalal, Ciofu, Høiby, Gotoh, & Wretlind, 2000; Lee, Lee, Park, & 
Kim, 2005; Mouneimné, Robert, Jarlier, & Cambau, 1999; Takenouchi, Sakagawa, & 
Sugawara, 1999). De acuerdo con esto, el hecho de que los aislados evaluados en este 
trabajo no exhiban niveles elevados de resistencia a levofloxacina podría sugerir que 
mecanismos distintos al de mutaciones en la enzima blanco de acción de este antibiótico 
están siendo responsables de la resistencia en nuestras cepas. 
Previamente nuestro grupo de investigación  (Caldera, 2010) y otros autores  (Akasaka, 
Tanaka, Yamaguchi, & Sato, 2001; Henrichfreise, Wiegand, Pfister, & Wiedemann, 2007; 
Higgins, Fluit, Milatovic, Verhoef, & Schmitz, 2003; Lee, Lee, Park, & Kim, 2005; 
Mouneimné, Robert, Jarlier, & Cambau, 1999; Takenouchi, Sakagawa, & Sugawara, 
1999)  han descrito sustituciones en los aminoácidos 83 y 87 de la región QRDR de gyrA 
de P. aeruginosa, específicamente Thr83Ile, Asp87Asn, Asp87Gly, siendo la primera más 
frecuentemente reportada en los diferentes trabajos y a la que se asocia en gran medida 
la resistencia de aislados de P. aeruginosa a diferentes quinolonas, dentro de las cuales 
se encuentran ciprofloxacina, gatifloxacina, norfloxacina y levofloxacina, entre otras. 
Una publicación reciente (Vashist, et al., 2009) propone un modelo computacional para la 
interacción entre antibióticos de tipo quinolona y la región QRDR (tipo salvaje y mutada) 
de la subunidad A de ADN girasa de E. coli. El estudio modeló las mutaciones Ser83Phe, 
Ser83Tyr, Asp87Asn y Asp87Gly y reveló una disminución en la interacción entre la ADN 
girasa y el fármaco, evaluada en términos de puentes de hidrógeno y energías de 
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interacción. Para la interacción entre el ácido nalidíxico y la subunidad A de la enzima 
mutada en el aminoácido 83 (Ser83Phe y Ser83Phe), se reportó 1 puente de hidrógeno 
que involucraría el residuo Arg121 (vs. 3 puentes de hidrógeno con la enzima de tipo 
salvaje que involucrarían los residuos His45, Ser172 y Arg91) y un cambio significativo en 
la energía, de -5.86 Kcal/mol (tipo salvaje) a -4.88 y -4.79 Kcal/mol, respectivamente para 
dichas mutaciones. Para la enzíma con mutaciones en el aminoácido 87 (Asp87Tyr y 
Aps87Gly) se reportó igualemente 1 puente de hidrógeno (residuos Gln94 y Ala117, 
respectivamente) y una variación de energía no significativa (de -5.86 Kcal/mol a -5.45 y -
5.14 Kcal/mol, respectivamente). Con respecto a ciprofloxacina, la variación en la 
interacción fue mucho más significativa en términos de energía para la proteína con 
mutaciones en el aminoácido 87 (de -4.71 Kcla/mol a -3.93 Kcal/mol para Asp87Tyr y -
3.91 Kcal/mol para Asp87Gly), debido a que en la estructura de tipo salvaje se establecen 
tres puentes de hidrógeno (Asp87, Arg121 y Met120), uno de ellos específicamente con el 
aminoácido de esa posición, estos cambios conllevan a que ciprofloxacina se una a un 
sitio diferente de ADN girasa por medio de nuevos puentes de hidrógeno (residuos Arg91, 
Gln94 y Ala117). Tales mutaciones implican cambios significativos en la estructura de la 
subunidad A de la enzima ADN girasa y por ende una débil unión de las moléculas del 
antibiótico, afectando la actividad farmacológica y el efecto antibacteriano. Para Vashist et 
al (2009) el aminoácido Aps 87 resulta más importante que Ser83 para la unión del 
fármaco. 
Dada la alta homología existente entre la estructura primaria de la enzima GyrA de E. coli 
y la contraparte de P. aeruginosa (64%) sería interesante abordar este punto en nuestro 
modelo experimental. 
Contrario a lo observado previamente por otros autores (Akasaka, Tanaka, Yamaguchi, & 
Sato, 2001; Henrichfreise, Wiegand, Pfister, & Wiedemann, 2007; Higgins, Fluit, Milatovic, 
Verhoef, & Schmitz, 2003; Jalal, Ciofu, Høiby, Gotoh, & Wretlind, 2000; Lee, Lee, Park, & 
Kim, 2005; Mouneimné, Robert, Jarlier, & Cambau, 1999; Takenouchi, Sakagawa, & 
Sugawara, 1999) y por nuestro grupo de investigaciónen un trabajo con aislados 
diferentes (Caldera, 2010), en este trabajo no se identificaron mutaciones en los residuos 
83 y 87 de QRDR de gyrA. Aún no se tiene una explicación para este suceso.  
En contraste con lo anterior, en ambos grupos de aislados encontramos variaciones en 
los aminoácidos 101 y 106 en ambos grupos de aislados (Met101Leu, Gln106Lys, 
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Gln106Arg), que también son parte de la región QRDR de gyrA (tabla 10). La mutación 
Met101Leu fue observada en todos los aislados, tanto FQ como no FQ, por lo cual no 
debería ser un determinante en la respuesta a levofloxacina en ninguno de los grupos. 
Por otro lado, las mutaciones en el aminoácido 106, que originalmente corresponde a una 
glutamina (Gln), fueron observadas en buena parte de los aislados (13 aislados FQ y 11 
no FQ). Glutamina, un aminoácido polar sin carga es reemplazado por Lisina o Arginina, 
aminoácidos polares cargados positivamente; los grupos R de todos estos aminoácidos 
son hidrofílicos por lo que el cambio no resultaría muy drástico; sin embargo, pasar de 
moléculas sin carga a moléculas cargadas pudiese representar una variación significativa 
en la unión del fármaco debido a que se está afectando la estructura primaria de la 
subunidad A de la enzima blanco, lo cual podría tener consecuencias en la actividad 
farmacológica de dicha sustancia.  
Diferentes estudios han identificado cambios en el aminoácido 106  (Lee, Lee, Park, & 
Kim, 2005) (Takenouchi, Sakagawa, & Sugawara, 1999), lo cual estaría de acuerdo con 
nuestros resultados. 
Un estudio koreano (Lee, Lee, Park, & Kim, 2005) reporta la mutación Gln106Leu en un 
aislado de P. aeruginosa, que involucra un cambio por un aminoácido hidrofóbico y por 
ende una variación mayor en  la estructura primaria de la subunidad A de ADN girasa lo 
que podría llevar a una modificación mayor con respecto a su efecto farmacológico. La 
CMI para ciprofloxacina para dicho aislado fue 256 μg/mL, entonces la presencia de esa 
sustitución podría estar asociada con resistencia a fluoroquinolonas. Cabe anotar que la 
frecuencia de aparición de Gln106Leu fue 1/103 (0.97%), lo que disminuye la fuerza de 
las afirmaciones realizadas por los autores. Por otro lado, en un estudio similar, autores 
japoneses  (Takenouchi, Sakagawa, & Sugawara, 1999) evaluaron el gen gyrA de P. 
aeruginosa en 335 aislados clínicos, encontrando la mutación Gln106Leu en uno de 
dichos aislados (0.3%). Estos autores afirman que mutaciones puntuales en los 
aminoácidos 67, 83, 84, 87 y 106 están estrechamente relacionadas con resistencia a 
fluoroquinolonas (norfloxacina, ofloxacina, enoxacina, ciprofloxacina, levofloxacina, 
gatifloxacina, entre otras) y basan su afirmación en estudios previos realizados para la 
misma proteína en cepas de E. coli, aprovechando su alto porcentaje de identidad. 
Cambios en el aminoácido Gln106 han sido previamente reportados para E. coli. Ruiz 
(2003) asocia mutaciones en las posiciones 67, 81, 82, 83, 84, 87 y 106 de QRDR de 
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ADN girasa con desarrollo de resistencia a quinolonas en esta bacteria, sin embargo, 
enfatiza en que algunas de esas mutaciones (posiciones 67, 82 y 106) sólo habían sido 
descritas en mutantes resistentes a quinolonas obtenidos en el laboratorio. 
Análisis enzimáticos de mutantes en gyrA de E. coli, preparados por mutagénesis sitio-
dirigida, compararon las proteínas con variaciones contra la de tipo salvaje concluyendo 
que el cambio de un residuo hidrofílico a residuos cargados positivamente (Gln106His y 
Glu106Arg) pueden desestabilizar la interacción de la quinolona con la ADN girasa, sin 
intervenir con la reacción de esición o corte de la molécula de ADN, llevada a cabo por la 
enzima como parte de su mecanismo de acción (Hallett & Maxwell, 1991). Estos 
resultados estarían soportando lo obtenido en este trabajo, ya que en las mutaciones 
observadas (Gln106Lys y Gln106Arg) lo nuevos aminoácidos tienen grupos cargados 
positivamente, que podrían estar afectando la unión del complejo formado por el ADN y la 
ADN girasa. 
No obstante, son escasas las publicaciones que reporten variaciones en dicho aminoácido 
en aislados de P. aeruginosay la frecuencia de mutación es mínima  por lo cual resulta 
complejo y delicado aún estabecer una asociación clara con la respuesta a 
fluoroquinolonas. El análisis estadístico realizado determinó que no existe una asociación 
significativa entre las mutaciones encontradas y la respuesta a levofloxacina de los 
aislados clínicos de P. aeruginosa estudiados (tabla 15, p= 0,99; tabla 16, OR= 0,818,  
IC= 0,17 – 3.74 para Met101Leu – Gln106Lys y OR= 0,818, IC= 0,20 – 3,21 para 
Met101Leu – Gln106Arg). 
Se buscó relacionar la presencia de mutaciones (única o múltiple) con resistencia a 
levofloxacina en los aislados de estudio. El análisis estableció que no existe una 
asociación estadisticamente significativa entre las variables de interés (tabla 14, p= 0,94), 
es decir, que la presencia de la mutación Met101Leu sola o acompañada de Gln106Lys o 
Gln106Arg no afectaría la respuesta al antibiótico. Estudios previos han reportado una 
mutación doble que incluye el residuo 106, más específicamente Thr83Ile y Gln106Leu, la 
cual es asociada con CMI elevada (256 μg/mL) (Lee, Lee, Park, & Kim, 2005), sin 
embargo dicha susceptibilidad disminuida puede estar asociada al cambio en el residuo 
83, el cual es más frecuente y ha sido altamente relacionado con resistencia. 
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Según  Vashist, et al. (2009) lo aminoácidos implicados en la interacción de ciprofloxacina 
con la subunidad A de ADN girasa de tipo salvaje son Asp87, Arg121 y Met120. 
Aprovechando la similitud entre las estructuras de ciprofloxacina y levofloxacina (figura 3) 
se podría pensar en que existe una relación entre dichas interacciones; de esta forma, se 
podría concluir que el aminoácido 106 no estaría implicado directamente en la unión del 
fármaco por lo que mutaciones en esta posición no estarían favoreciendo desarrollo de 
resistencia para el aislado en cuestión. En nuestros datos experimentales el análisis 
estadístico determinó que esta mutación no presenta asociación significativa con 
resistencia a levofloxacina en ninguno de los grupos estudiados (tabla 13, p= 0,11). 
Finalmente, debido a que no se logró asociar las distintas mutaciones identificadas con la 
respuesta en términos de resistencia a levofloxacina de los aislados clínicos de P. 
aeruginosa, se podría pensar en la presencia de otro u otros mecanismos de resistencia 
en las cepas estudiadas aquí. Diferentes mecanismos han sido reportados para aislados 
de esta bacteria, los cuales incluyen mutaciones en otras subunidades de ADN girasa 
(gyrB) o en otras topoisomerasas, y también una sobreexpresión de bombas de expulsión 
como MexAB-OprM y MexCD-OprJ (Heddle & Maxwell, 2002; Henrichfreise, Wiegand, 
Pfister, & Wiedemann, 2007; Higgins, Fluit, Milatovic, Verhoef, & Schmitz, 2003; Jalal, 
Ciofu, Høiby, Gotoh, & Wretlind, 2000; Lee, Lee, Park, & Kim, 2005; Mouneimné, Robert, 
Jarlier, & Cambau, 1999). Además, en este trabajo no se analizaron las potenciales 
relaciones filogenéticas de los aislados utilizados, lo cual podríainfluir en los resultados 
mostrados, razón por la cual se hace necesario profundizar en dicho punto a través de un 
trabajo posterior. 
Nuestro grupo de investigación continua trabajando en este tipo de estudios, ahora 
enfocados en genes relacionados con bombas de expulsión en P. aeruginosa. 
Adicionalmente se iniciarán estudios de modelado molecular in silico con el fin de 
observar la interacción entre la enzima ADN girasa de P. aeruginosay antibióticos de tipo 
quinolona. 
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5. Conclusiones 
 La resistencia a levofloxacina observada en nuestras cepas (43.2%) es intermedia 
entre lo reportado por otros autores a nivel mundial (de 15.6% a 81.8%). 
 Se identificaron mutaciones en los aminoácidos 101 y 106 de la región QRDR del gen 
gyrA de P. aeruginosa. 
 No se encontraron diferencias estadísticamente significativas en términos de 
resistencia entre los dos grupos de origen de los aislados estudiados (FQ y no FQ). 
 No se encontró asociación estadísticamente significativa entre la resistencia a 
levofloxacina y las mutaciones identificadas. 
 La resistencia a levofloxacina en nuestros aislamientos estudiadospodría también 
relacionarse con mecanismos distintos a alteraciones en la enzima ADN girasa. 
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6. Proyecciones 
 Se propone continuar estudios moleculares evaluando los genes que codifican para 
otras subunidades de ADN girasa (gyrB) u otras topoisomerasas (parC y parE), así 
como también genes reguladores de bombas de eflujo (mexR y nfxB); con el fin de 
comprender otros mecanismos de resistencia posiblemente implicados en la respuesta 
de nuestros aislados a antibióticos de tipo quinolonas. 
 Se sugiere realizar estudios de actividad enzimática con el fin de evaluar de manera 
más íntegra la respuesta de las enzimas blanco de las quinolonas (ADN girasa y 
topoisomerasa IV) con las mutaciones encontradas, esto para determinar si dichos 
cambios estarían afectando la función de estas sustancias. 
 Se propone realizar un estudio computacional en el que se modele la estructura de la 
subunidad A de ADN girasa con las mutaciones encontradas para observar como 
varía la interacción con levofloxacina y otras quinolonas. 
 Se sugiere realizar un análisis filogenético de las cepas estudiadas con el fin de 
conocer las potenciales relaciones clonales que pudiesen influir en los resultados 
presentados. 
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8. Anexos 
Anexo A: Alineamiento de las secuencias de nucleótidos de la región QRDR del gen gyrA (posiciones 1 a 124). 
GyrA1_PaGa : ------------------------------------------AGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAGGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  82 
GyrA1_PaGa : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA2_PaGa : ---------------------------------------GAGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAGGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  85 
GyrA2_PaGa : GACGGCCTGGAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTGGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA3_PaGa : ---------------------------------------CAGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  85 
GyrA3_PaGa : GACGGCCCGGAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA4_PaGa : ----------------------------------------AAAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  84 
GyrA4_PaGa : GACGGCCTGAAgCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA6_PaGa : -----------------------------------------GAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  83 
GyrA6_PaGa : GACGGCCTGaAgCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA7_PaGa : --------------------------CGTTTATGCTTTAAAGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  98 
GyrA7_PaGa : GACGGCCTGaAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA10_PaG : ------------------------------------------AGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  82 
GyrA12_PaG : -----------------------------------------GAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  83 
GyrA12_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA13_PaG : ----------------------------------------------------------ACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  66 
GyrA13_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA14_PaG : --------------------------------GCTCGTAATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  92 
GyrA14_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA15_PaG : -----------------------------------------TCGCGAGCTGGGTCACAACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  83 
GyrA15_PaG : GACGGCCCGAAgCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA16_PaG : -----------------------------------------GAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  83 
GyrA16_PaG : GACGGCCTGaaGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA17_PaG : ------------------------------------------AGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  82 
GyrA17_PaG : GACGGCcTGAAgCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA18_PaG : ----------------------------------------AGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  84 
GyrA18_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA19_PaG : ------------------------------------------AGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  82 
GyrA19_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA20_PaG : -----------------------------------------GAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  83 
GyrA20_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA21_PaG : -----------------------------------------GAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  83 
GyrA21_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA22_PaG : GTCGGCCTGGGGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTTGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGGGAGGTGATCGGTAAGTATCACCCCC : 124 
GyrA23_PaG : ------------------------------------------------------AACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTGGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCGC :  70 
GyrA23_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAACTGAACAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTGGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCGC : 124 
GyrA24_PaG : ------------------------------------------AGCGAACTGAACAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTGGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCGC :  82 
GyrA24_PaG : GACGGCCAGAGGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAACTGAACAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTGGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCGC : 124 
GyrA25_PaG : ----------------------------------------------------------ACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTGGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  66 
GyrA25_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGCAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTGGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCGC : 124 
GyrA26_PaG : GACGGCCCGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA27_PaG : -------------------------------------------------------ACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTGGTCGGTGACGTAATCGGTAAGTATCACCCGC :  69 
GyrA27_PaG : GACGGCCTGGAGCCGGTGCACAGGCGTGTGCTGTTTGCGATGAGCGAACTGAACAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTGGTCGGTGACGTAATCGGTAAGTATCACCCGC : 124 
GyrA28_PaG : ---------------------------------------ATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  85 
 
60 Identificación de mutaciones relacionadas con resistencia a  
quinolonas en aislados clínicos de Pseudomonas aeruginosa. 
 
Anexo A: Alineamiento de las secuencias de nucleótidos de la región QRDR del gen gyrA (posiciones 1 a 124) (continuación). 
GyrA28_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA30_PaG : -------------------------------------------GCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  81 
GyrA30_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA32_PaG : ---------------------------------------ATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  85 
GyrA32_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA33_PaG : -----------------------------------------GCGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  83 
GyrA33_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA34_PaG : --------------------------------------------CGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  80 
GyrA34_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA35_PaG : ----------------------------------------TTCAGCGACTGAACAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTGGTCGGTGACGTAATCGGTAAGTATCACCCGC :  84 
GyrA35_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACAGGCGTGTGCTGTTTGCGATGAGCGAACTGAACAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTGGTCGGTGACGTAATCGGTAAGTATCACCCGC : 124 
GyrA36_PaG : ----------------------------------------GCAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  84 
GyrA36_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA37_PaG : -------------------------------------------GCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  81 
GyrA37_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA38_PaG : --------------------------------------------CGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  80 
GyrA38_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA39_PaG : -------------------------------------------GCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  81 
GyrA39_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA40_PaG : ------------------------------------------GGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  82 
GyrA40_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA42_PaG : ------------------------------------------AGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  82 
GyrA42_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA43_PaG : -------------------------------------------GCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  81 
GyrA43_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA44_PaG : ---------------------------------------------GAGCTGGGTAACTACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  79 
GyrA44_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA45_PaG : -------------------------------------------GCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  81 
GyrA45_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA46_PaG : --------------------------------------------CGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  80 
GyrA46_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA47_PaG : ------------------------------------------AGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  82 
GyrA47_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA48_PaG : -------------------------------------------GCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  81 
GyrA48_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA49_PaG : -----------------------------------------GAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  83 
GyrA49_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA51_PaG : --------------------------------------------CGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  80 
GyrA51_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA54_PaG : -------------------------------------TCTGTCGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  87 
GyrA54_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA55_PaG : ----------------------------------------CGAGCGAGCTGGGTCACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  84 
GyrA55_PaG : GACGGCCTGGAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA56_PaG : --------------------------------------TNACAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  86 
GyrA56_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA57_PaG : --------------------------------------------CGAGCTGGGTAACAACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  80 
GyrA57_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
GyrA58_PaG : ----------------------------------------AGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC :  84 
GyrA59_PaG : ------------------------------------------AGCGTGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTGCTAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCAC :  82 
GyrA59_PaG : GACGGCCTGAAGCCGGTGCACCGGCGTGTGCTGTTCGCGATGAGCGAGCTGGGTAACGACTGGAACAAGCCGTACAAGAAATCTGCCCGTGTTGTCGGTGACGTGATCGGTAAGTATCACCCTC : 124 
                                                        gcgagctgggtaacgACTGGAACAaGCCgTaCaAGAAATCtGCCCGTGTtGTCGGtGAcGTgATCGGTAAGTAtCACCCtC 
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                  *       140         *       160         *       180         *       200         *       220         *       240               
GyrA_PAO1  : ACGGCGACACCGCGGTCTACGACACCATCGTGCGCATGGCGCAGCCGTTCTCGCTGCGCTACATGCTGGTAGACGGCCAGGGCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 248 
GyrA1_PaGa : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACAGCCAGGGTAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 206 
GyrA1_PaGa : ACGGGGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCCAG-------------------------------------------- : 204 
GyrA2_PaGa : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGGGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCCAGGGTAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGCACCCATGCG : 209 
GyrA2_PaGa : ACGGGGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCCAGGG------------------------------------------ : 206 
GyrA3_PaGa : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGGCAACTTCGGTTCGGTCGACGGCGACAACGCCGAGCCCCATGCG : 209 
GyrA3_PaGa : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAG-------------------------------------------- : 204 
GyrA4_PaGa : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGGCAACTTCGGTTCGGTCGACGGCGACAACGCCGAGCCCCATGCG : 208 
GyrA4_PaGa : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAA--------------------------------------------- : 203 
GyrA6_PaGa : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGGGCAACTTCGGTTCGGTCGACGGCGACAACGCCGAGCCCATGCG : 207 
GyrA6_PaGa : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGTTAGACGGCAAG-------------------------------------------- : 204 
GyrA7_PaGa : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGAGCCCATGCG : 222 
GyrA7_PaGa : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGT------------------------------------------ : 206 
GyrA10_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGGGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGAGCCCATGCG : 206 
GyrA12_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGAGCCCATGCG : 207 
GyrA12_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGNCA------------------------------------------ : 206 
GyrA13_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGCACCCATGCG : 190 
GyrA13_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGG-------------------------------------------- : 204 
GyrA14_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGCACCCATGCG : 216 
GyrA14_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGG-------------------------------------------- : 204 
GyrA15_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGCACCCATGCG : 207 
GyrA15_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGTTGATAGACGGCAGG-------------------------------------------- : 204 
GyrA16_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGGGCAACTTCGGTTCGGTCGACGGCGACAACGCCGAGCCCATGCG : 207 
GyrA16_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAG-------------------------------------------- : 204 
GyrA17_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGGGCAACTTCGGTTCGGTCGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 206 
GyrA17_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGTC---------------------------------------------- : 202 
GyrA18_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 208 
GyrA18_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGG-------------------------------------------- : 204 
GyrA19_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 206 
GyrA19_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGG-------------------------------------------- : 204 
GyrA20_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 207 
GyrA20_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAG--------------------------------------------- : 203 
GyrA21_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 207 
GyrA21_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGG------------------------------------------- : 205 
GyrA22_PaG : CCGGGGGCACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGACGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTTCCGGTATACGGCAGGGCAAAC-------------------------------------- : 210 
GyrA23_PaG : ATGGTGATACTGCGGTTTACGACACCATCGTTCGAATGGCTCAGCCATTCTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTTGACGGCGACAACGCCGACGCCATGCG : 194 
GyrA23_PaG : ATGGTGATACTGCGGTTTACGACACCATCGTTCGAATGGCTCAGCCATTCTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGTCAAGGTA----------------------------------------- : 207 
GyrA24_PaG : ATGGTGATACTGCGGTTTACGACACCATCGTTCGAATGGCTCAGCCATTCTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTTGACGGCGACAACGCCGACGCCATGCG : 206 
GyrA24_PaG : ATGGTGATACTGCGGTTTACGACACCATCGTTCGAATGGCTCAGCCATTCTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGG-------------------------------------------- : 204 
GyrA25_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCTCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 190 
GyrA25_PaG : ACGGTGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGAATGGCGCAGCCATTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAG--------------------------------------------- : 203 
GyrA26_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGGAGACGGCAGG-------------------------------------------- : 204 
GyrA27_PaG : ATGGTGATACTGCTGTTTACGACACCATCGTTCGAATGGCTCAGCCATTCTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGGCAACTTCGGTTCGGTCGACGGCGACAACGCCGCGCCCATGCG : 193 
GyrA27_PaG : ATGGTGATACTGCTGTTTACGACACCATCGTTCGAATGGCTCAGCCATTCTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGCAT----------------------------------------- : 207 
GyrA28_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGCACCCATGCG : 209 
GyrA28_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGT------------------------------------------ : 206 
GyrA30_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGCACCCATGCG : 205 
GyrA30_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAG--------------------------------------------- : 203 
GyrA32_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGCACCCATGCG : 209 
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GyrA32_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGTT------------------------------------------ : 206 
GyrA33_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGAGCCCATGCG : 207 
GyrA33_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGGNGACGGCAG--------------------------------------------- : 203 
GyrA34_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGCGCCCATGCG : 204 
GyrA34_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGGAGACGGCAGGCT------------------------------------------ : 206 
GyrA35_PaG : ATGGTGATACTGCTGTTTACGACACCATCGTTCGAATGGCTCAGCCATTCTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGGCAACTTCGGTTCGGTCGACGGCGACAACGCCGCGCCCATGCG : 208 
GyrA35_PaG : ATGGTGATACTGCTGTTTACGACACCATCGTTCGAATGGCTCAGCCATTCTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCATG-------------------------------------------- : 204 
GyrA36_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGGGCAACTTCGGTTCGGTCGACGGCGACAACGCCGTGCCCATGCG : 208 
GyrA36_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGGAGACGGCAA--------------------------------------------- : 203 
GyrA37_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGGGCAACTTCGGTTCGGTCGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 205 
GyrA37_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGC------------------------------------------- : 205 
GyrA38_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGGGCAACTTCGGTTCGGTCGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 204 
GyrA38_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAG-------------------------------------------- : 204 
GyrA39_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGGGCAACTTCGGTTCGGTCGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 205 
GyrA39_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGG------------------------------------------- : 205 
GyrA40_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGGGCAACTTCGGTTCGGTCGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 206 
GyrA40_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAANC------------------------------------------- : 205 
GyrA42_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGGGCAACTTCGGTTCGGTCGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 206 
GyrA42_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGCGC----------------------------------------- : 207 
GyrA43_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGGGCAACTTCGGTTCGGTCGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 205 
GyrA43_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGGC------------------------------------------ : 206 
GyrA44_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGGGCAACTTCGGTTCGGTCGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 203 
GyrA44_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAA--------------------------------------------- : 203 
GyrA45_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGGGCAACTTCGGTTCGGTCGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 205 
GyrA45_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAA--------------------------------------------- : 203 
GyrA46_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGGGCAACTTCGGTTCGGTCGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 204 
GyrA46_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGCT------------------------------------------ : 206 
GyrA47_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGGGCAACTTCGGTTCGGTCGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 206 
GyrA47_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGC------------------------------------------- : 205 
GyrA48_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 205 
GyrA48_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCA---------------------------------------------- : 202 
GyrA49_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 207 
GyrA49_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAG--------------------------------------------- : 203 
GyrA51_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 204 
GyrA51_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAG--------------------------------------------- : 203 
GyrA54_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGGTCAACTTCGGTTCGGTCGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 211 
GyrA54_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCA---------------------------------------------- : 202 
GyrA55_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 208 
GyrA55_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCA---------------------------------------------- : 202 
GyrA56_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 210 
GyrA56_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGG-------------------------------------------- : 204 
GyrA57_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGATCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 204 
GyrA57_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGC----------------------------------------------- : 201 
GyrA58_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTACGTATGGCCCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAAGGTCAACTTCGGTTCGGTCGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 208 
GyrA59_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCGTCTATCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCAGGGTCAACTTCGGTTCGGTGGACGGCGACAACGCCGCAGCCATGCG : 206 
GyrA59_PaG : ACGGCGACACTGCGGTGTACGACACCATCGTTCGGATGGCGCAGCCGTTTTCCCTGCGCTACCTGCTGGTAGACGGCA---------------------------------------------- : 202 
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Anexo B: Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de la región QRDR del gen gyrA. 
 
                      *        20         *        40         *        60         *        80         
GyrA_PAO1  : DGLKPVHRRVLYAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYMLVDGQGNFGSVDGDNAAAMR : 83 
GyrA1_PaGa : --------------SELGNDWNRPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDSQGNFGSVDGDNAAAMR : 69 
GyrA1_PaGa : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGQ--------------- : 68 
GyrA2_PaGa : -------------ESELGNDWNRPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMGQPFSLRYLLVDGQGNFGSVDGDNAAPMR : 70 
GyrA2_PaGa : DGLEPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGQ?-------------- : 68 
GyrA3_PaGa : -------------QSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGKATSVRSTATTPSPMR : 70 
GyrA3_PaGa : DGPEPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGK--------------- : 68 
GyrA4_PaGa : -------------?SELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGKATSVRSTATTPSPMR : 69 
GyrA4_PaGa : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDG?--------------- : 67 
GyrA6_PaGa : -------------?SELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGKGNFGSVDGDNAEPMR : 69 
GyrA6_PaGa : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLLDGK--------------- : 68 
GyrA7_PaGa : --------?VYALKSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRVNFGSVDGDNAEPMR : 74 
GyrA7_PaGa : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGR?-------------- : 68 
GyrA10_PaG : --------------SELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMGQPFSLRYLLVDGRVNFGSVDGDNAEPMR : 69 
GyrA12_PaG : -------------?SELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRVNFGSVDGDNAEPMR : 69 
GyrA12_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDG??-------------- : 67 
GyrA13_PaG : -------------------?WNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRVNFGSVDGDNAAPMR : 63 
GyrA13_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGR--------------- : 68 
GyrA14_PaG : ----------?LVMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRVNFGSVDGDNAAPMR : 72 
GyrA14_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGR--------------- : 68 
GyrA15_PaG : -------------?RELGHNWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRVNFGSVDGDNAAPMR : 69 
GyrA15_PaG : DGPKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLIDGR--------------- : 68 
GyrA16_PaG : -------------?SELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGKGNFGSVDGDNAEPMR : 69 
GyrA16_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGK--------------- : 68 
GyrA17_PaG : --------------SELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGKGNFGSVDGDNAAAMR : 69 
GyrA17_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDG?--------------- : 67 
GyrA18_PaG : -------------?SELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRVNFGSVDGDNAAAMR : 69 
GyrA18_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGR--------------- : 68 
GyrA19_PaG : --------------SELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRVNFGSVDGDNAAAMR : 69 
GyrA19_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGR--------------- : 68 
GyrA20_PaG : -------------?SELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRVNFGSVDGDNAAAMR : 69 
GyrA20_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDG?--------------- : 67 
GyrA21_PaG : -------------?SELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRVNFGSVDGDNAAAMR : 69 
GyrA21_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGR?-------------- : 68 
GyrA22_PaG : VGLGPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGEVIGKYHPPGGTAVYDTIVRTAQPFSLRYLPVYGRAN------------- : 70 
GyrA23_PaG : ------------------NDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRVNFGSVDGDNADAMR : 65 
GyrA23_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELNNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDVKV-------------- : 69 
GyrA24_PaG : --------------SELNNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRVNFGSVDGDNADAMR : 69 
GyrA24_PaG : DGQRPVHRRVLFAMSELNNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGR--------------- : 68 
GyrA25_PaG : -------------------?WNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRVNFGSVDGDNAAAMR : 63 
GyrA25_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDG?--------------- : 67 
GyrA26_PaG : DGPKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLGDGR--------------- : 68 
GyrA27_PaG : ------------------?DWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRGNFGSVDGDNAAPMR : 64 
GyrA27_PaG : DGLEPVHRRVLFAMSELNNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRH-------------- : 69 
GyrA28_PaG : -------------MSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRVNFGSVDGDNAAPMR : 70 
GyrA28_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGR?-------------- : 68 
GyrA30_PaG : --------------?ELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRVNFGSVDGDNAAPMR : 68 
GyrA30_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDG?--------------- : 67 
GyrA32_PaG : -------------MSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRVNFGSVDGDNAAPMR : 70 
GyrA32_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGR?-------------- : 68 
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GyrA33_PaG : -------------?RELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRVNFGSVDGDNAEPMR : 69 
GyrA33_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLL?DG?--------------- : 66 
GyrA34_PaG : --------------?ELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRVNFGSVDGDNAAPMR : 68 
GyrA34_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLGDGR?-------------- : 68 
GyrA35_PaG : -------------?QRLNNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRGNFGSVDGDNAAPMR : 69 
GyrA35_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELNNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGM--------------- : 68 
GyrA36_PaG : -------------?SELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGKGNFGSVDGDNAVPMR : 69 
GyrA36_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLGDG?--------------- : 67 
GyrA37_PaG : --------------?ELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGKGNFGSVDGDNAAAMR : 68 
GyrA37_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGK?-------------- : 68 
GyrA38_PaG : --------------?ELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGKGNFGSVDGDNAAAMR : 68 
GyrA38_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGK--------------- : 68 
GyrA39_PaG : --------------?ELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGKGNFGSVDGDNAAAMR : 68 
GyrA39_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGK?-------------- : 68 
GyrA40_PaG : --------------GELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGKGNFGSVDGDNAAAMR : 69 
GyrA40_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDG??-------------- : 67 
GyrA42_PaG : --------------SELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGKGNFGSVDGDNAAAMR : 69 
GyrA42_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGKR-------------- : 69 
GyrA43_PaG : --------------?ELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGKGNFGSVDGDNAAAMR : 68 
GyrA43_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGK?-------------- : 68 
GyrA44_PaG : ---------------ELGNYWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGKGNFGSVDGDNAAAMR : 68 
GyrA44_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDG?--------------- : 67 
GyrA45_PaG : --------------?ELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGKGNFGSVDGDNAAAMR : 68 
GyrA45_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDG?--------------- : 67 
GyrA46_PaG : --------------?ELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGKGNFGSVDGDNAAAMR : 68 
GyrA46_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGK?-------------- : 68 
GyrA47_PaG : --------------SELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGKGNFGSVDGDNAAAMR : 69 
GyrA47_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGK?-------------- : 68 
GyrA48_PaG : --------------?ELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRVNFGSVDGDNAAAMR : 68 
GyrA48_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDG?--------------- : 67 
GyrA49_PaG : -------------?SELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRVNFGSVDGDNAAAMR : 69 
GyrA49_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDG?--------------- : 67 
GyrA51_PaG : --------------?ELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRVNFGSVDGDNAAAMR : 68 
GyrA51_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDG?--------------- : 67 
GyrA54_PaG : ------------?CRELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGKVNFGSVDGDNAAAMR : 70 
GyrA54_PaG : DGLKPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDG?--------------- : 67 
GyrA55_PaG : -------------?SELGHDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRVNFGSVDGDNAAAMR : 69 
GyrA55_PaG : DGLEPVHRRVLFAMSELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDG?--------------- : 67 
GyrA56_PaG : ------------??SELGNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYLLVDGRVNFGSVDGDNAAAMR : 69 
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